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Dlx5            Distal-less homeobox 5 
DMEM        Dulbecco’s modified eagle medium 
DS              Déviation standard 
DSO           Dysplasie septo-optique  
DTNA         Alpha dystrobrévine 
DTNBP1    Dystrobrevin binding protein 1 
DTT            Dithiothréitol 
Enombre    Jour embryonnaire post coitum 
EMX           Empty spiracles homeobox 
ENO           Enolase 
EO              Epithélium olfactif 
ESE            Exonic splicing enhancer 
ESS            Exonic splicing silencer 
FAM           6-carboxy-fluorescine 
FGFR1       Récepteur 1 des FGF 
FGF            Fibroblast growth factor 
FISH           Fluorescent in situ hybridization 
FITC           Fluorescein isothiocyanate 
FSH            Follicle-stimulating hormone 
GAP43       Growth associated protein 
GBA           Glucosidase beta acid 
GLI2           GLI family zinc finger 2 
GLI3           GLI family zinc finger 3 
GnRH1       Gonadoliberine releasing hormone 
GnRH1-R   Gonodoliberine releasing hormone receptor 
HCl             Acide chlorhydrique 
HGF           Hepatocyte growth factor 
HH              Hypogonadisme hypogonadotrope 
HPE            Holoprosencéphalie 
HS              Heparane sulfate 
HS6ST1     Heparan sulfate 6-O-sulfotransferase 1 
IMC            Indice de masse corporelle 
  
 
IRM            Imagerie par résonnance magnétique 
ISE             Intronic splicing enhencer 
ISS             Intronic splicing silencer 
Kb               Kilobase 
Kiss1           Kisspeptine 
Kiss1R        Récepteur des kisspeptines 
KO              Knock out 
KS              Syndrome de Kallmann 
LDL            Low-density lipoprotein 
LGMD        Limb girdle muscular dystrophy 
LH              Luteinizing hormone 
LOT            Lateral olfactory tract 
MAPK        Mitogen-activated protein kinase 
MAPT        Microtubule associated protein tau 
Mash1        ou ASCL1 Achaete-scute complex homolog 1 
Mb              Megabase 
MEFV         Mediterranean fever 
MGI            Mouse genome informatics 
MM             Masse migratrice 
NCAM        Neuronal cell adhesion molecule 
NCBI          National center for biotechnology information 
NCVI          Non compaction ventriculaire isolée 
NELF         Nasal embryonic LHRH factor 
NeuroD      Neuronal differentiation 
Ng1            Neurogenin1 
NGS           Normal goat serum 
NO             Monoxyde d’azote 
NOS           NO synthase 
NSC           Noyau supra-chiasmatique 
OMP          Olfactory marker protein 
PAH           Phenylalanine hydroxylase 
PAX6         Paired box 6 
PBS           Phosphate buffered saline 
PCR           Polymerase chain reaction 
PFA            Paraformadéhyde 
PI3K           Phosphoinositide 3 kinase 
POMC        Proopiomélanocortine 
PROK         Prokinéticine 
PROKR      Récepteur de la prokinéticine 
RMS           Rostral migratory stream 
SDF1         Stromal cell-derived factor 1 
SNV           Single nucleotide variant 
SNP           Single nucleotide polymorphism 
SSC           Saline sodium citrate 
STARP1    Steroidogenic acute regulator pseudogene 1 
SVF           Serum veau foetal 
SOX           SRY-box containing gene 2     
TRITC       Tetramethylrhodamine isothiocyanate 
TAC3         Tachynin 3 
TACR3      Récepteur de tachynin 3 
UV             Ultraviolet 
VNO          Organe voméronasal 
























Le syndrome de Kallmann de Morsier (KS) est défini par l’association d’un hypogonadisme 
hypogonadotrope (HH) et d’une altération de l’odorat, hyposmie ou anosmie.  
 
L’association d’anomalies du système olfactif avec un hypogonadisme a été observée la 
première fois par Maestre de San Juan en 1956, un anatomopathologiste espagnol qui a 
décrit un sujet ayant des testicules de petite taille et l’absence de bulbes olfactifs (Maestre 
de San Juan 1856). En 1944, le psychiatre et généticien américain Franz Josef Kallmann 
individualisa le syndrome au sein de 3 familles et fit l’hypothèse de son caractère héréditaire  
(Kallmann et al. 1944). Dans les années 50, l’anatomopathologiste suisse de Morsier 
approfondit la connaissance du syndrome en décrivant plusieurs cas d’absence complète ou 
partielle des bulbes et du tractus olfactif chez des patients masculins atteints 
d’hypogonadisme et d’anomalie anatomique de la ligne médiane (de Morsier 1954; de 
Morsier 1962; de Morsier and Gauthier 1963). Il appela ce syndrome « dysplasie 
olfactogénitale » et il fut le premier à suggérer l’origine hypothalamique de l’hypogonadisme. 
Enfin, en 1971, l’origine hypothalamique de l’hypogonadisme fut démontré, secondaire à un 





I Le syndrome de Kallmann est une maladie du 
développement embryonnaire 
 
        I.1 Embryogénèse du système olfactif murin 
 
L’épithélium olfactif (EO) et le bulbe olfactif (BO), aux stades précoces de l’embryogénèse, 
vont se développer indépendamment, la formation de l’EO précède celle du BO. Puis une 
interaction entre les développements de ces 2 organes va apparaître.  
 
I.1.1 Formation de la cavité nasale 
L’EO dérive de la placode olfactive qui est une région de l’ectoderme crânial non neuronal 
présente dans la région rostro-caudale de la tête. Chez les rongeurs, la formation de la fosse 
nasale débute juste après la fermeture du tube neural. A E9, chez la souris, la placode 
olfactive est identifiée comme un épaississement épithélial. A E10, la placode olfactive s’est 
considérablement épaissie et commence à s’invaginer formant une protubérance à la 
surface de la tête (LaMantia et al. 2000) (Figure 1). A E10.5-E11, la fosse nasale s’est 
considérablement approfondie, commence à former des fossettes nasales (ébauches des 
narines) et l’épaississement devient un épithélium. Cet épithélium va générer 2 classes de 
cellules très distinctes, des cellules respiratoires et olfactives. La partie dorsolatérale 
donnera naissance à l’EO. Dans le même temps,  il apparait une seconde invagination dans 
le mur médian de la cavité nasale, le futur organe voméronasal. A E11.5, l’organe 
voméronasal forme une cavité distincte. Pendant cette période, il y a un réalignement du 
système olfactif d’une position rostrolatérale à une position rostrale (Figure 1).  
  
 
              
Figure 1 : Schéma de la cavité nasale en développement chez la souris du stade E.9 à 
E.11.5. 
Les flèches au niveau des embryons indiquent le plan des coupes horizontales. Les flèches 
triangulaires à E11 et E11.5 pointent la seconde invagination qui va former l’organe 
voméronasal. t, télencéphale; v, ventricule; nc, la cavité nasale; np, fosse nasale; p, placode; 
oe, l'épithélium olfactif. D’après (Treloar et al. 2011). 
 
I.1.2 Développement de l’épithélium olfactif et du nerf olfactif 
L’EO est un neuroépithélium pseudostratifié comprenant différents types cellulaires. Les 
neurones sensitifs olfactifs, 2 sous populations des cellules basales (horizontales et 
globulaires) et des cellules de soutien. Ces différents types cellulaires se différencient dés 
E10 à partir d’un probable progéniteur commun. La différenciation des neurones olfactifs se 
fait à partir de progéniteurs transitoires exprimant les facteurs de transcription Mash1 puis 
Ng1 et NeuroD. Les neurones olfactifs différenciés se distinguent par une variété de 
  
 
marqueurs dont Ncam et Gap-43. Enfin, le marqueur sélectif des neurones olfactifs, OMP 
(Olfactory marker Protein) est exprimé dans les neurones olfactifs matures (Figure 2).  
Figure 2 : Différenciation des neurones olfactifs. 
EO: épithélium olfactif; Mfn: mésenchyme frontonasal; MM: masse migratrice, ORN: 
neurones olfactifs; BO: bulbe olfactif. D’après (Balmer and LaMantia 2005).  
 
Dès la fin de leur différenciation, les neurones olfactifs étendent leurs axones au travers de 
la membrane basale de l’EO, dans le mésenchyme frontonasal pour débuter leurs 
navigations de l’EO en développement vers la portion rostrale du télencéphale, siège du 
futur BO (Figure 3). Ces axones migrent en association avec une population de cellules 
migrantes issues de la placode olfactive appelée « la masse migratrice » (ou MM) (Valverde 
et al. 1992). La nature exacte de ces cellules est encore incertaine mais, elle inclut des 
précurseurs des cellules gliales olfactives engainantes, des cellules exprimant la GnRH1 et 
des cellules OMP+, exprimant des récepteurs olfactifs qui pourraient être des guides de 
croissance axonale (Conzelmann et al. 2002). L’ordre de sortie de la placode olfactive, entre 
les axones des nerfs olfactifs et les cellules migratrices, n’est pas établi mais, les axones et 
les cellules migratrices migrent très tôt au cours du développement, au sein du 
mésenchyme, vers le télencéphale. La formation de cette voie olfactive est unique au sein 
des systèmes sensoriels car les axones des neurones olfactifs sont les seuls à ne pas suivre 
une voie migratrice établie. L’établissement de cette voie olfactive utilise des molécules de 
guidance présentes dans le mésenchyme et des molécules chémotrophiques relarguées par 
le télencéphale. La MM rentre en contact avec la surface du télencéphale à E11.5 (Figure 3). 
A E12, elle forme une couche présomptive des nerfs olfactifs avec l’entrée des axones 
olfactifs dans le système nerveux central au travers de petites fenestrations dans la 
membrane basale du télencéphale. Une petite sous population de ces axones ne se restreint 
pas à la couche des nerfs olfactifs et s’étend jusqu’à la zone ventriculaire du télencéphale où 
ils pourraient stimuler la formation du BO. A E12.5, ces axones profonds ne sont plus 
détectés dans la zone ventriculaire (leur devenir n’est pas connu). Les axones olfactifs sont 
ensuite restreints à cette couche périphérique des nerfs olfactifs jusqu’à ce que la 
glomérulogénèse débute à E15 où ils s’enfonceront plus profondément dans le BO et 
formeront des connections synaptiques. Au cours de cette fenêtre de 4 jours, de nombreux 
  
 
axones ont densifié la couche des nerfs olfactifs. Il apparait que cette fenêtre de 4 jours soit 
nécessaire à l’établissement de connections topographiques précises et appropriées dans le 
BO (Figure 3).  
                          
Figure 3 : Schéma représentant la formation du nerf  et du bulbe olfactif de E11.5 à 
E13 lors du développement embryonnaire murin. 
t, télencéphale; v, ventricules; on, nerf olfactif; nc, cavité nasale; ob, bulbe olfactif; oe, 
épithélium olfactif. La pointe de flèche pointe l’inflexion télencéphalique avant la formation 
distincte du bulbe olfactif. D’après (Treloar et al. 2011). 
 
I.1.3 Le nerf voméronasal et le nervus terminalis 
Ces deux nerfs sont associés anatomiquement au nerf olfactif. Les corps cellulaires du nerf 
voméronasal (ou nerf olfactif accessoire) sont situés dans l’organe voméronasal. Leurs 
axones établissent des synapses au niveau du bulbe olfactif accessoire, leurs dendrites 
portent les récepteurs des phéromones. Le système voméronasal joue un rôle important 
dans le comportement de reproduction chez l’animal. Chez l’homme, l’organe voméronasal 
est rudimentaire, on ne connait pas son rôle. 
Le nerf terminal ou  nervus terminalis est un nerf crânien présent dans le nez de la plupart 
des vertébrés dont l’homme de fonction inconnue. Les axones du nervus terminalis forment 
un plexus sur le septum nasal en position médiale par rapport aux nerfs olfactifs et 
voméronasal. Il s’en distingue par la présence de structures ganglionnaires le long de son 
trajet. Il traverse la lame criblée de l’ethmoïde en dedans du nerf olfactif. Dans sa partie 
  
 
intracrânienne il longe la surface ventro-médiane du BO, où se situe la structure 
ganglionnaire la plus importante du nerf, le ganglion terminal, puis se divise en plusieurs 
branches qui pénètrent dans le cerveau juste en arrière des BO.  
 
I.1.4 Développement du BO 
Le BO se développe à partir d’une région prédeterminée du télencéphale rostral. Au cours 
du développement embryonnaire précoce, le télencéphale se pré-spécialise en différentes 
aires qui vont se développer en régions distinctes du cerveau. Macroscopiquement, le BO 
est une entité distincte à E12.5 comme une évagination du télencéphale rostral mais 
microscopiquement, des changements au sein du télencéphale rostral ont pu être identifiés 
avant E12 (Figure 3 et 4). La connexion des axones olfactifs pionniers dans la zone 
ventriculaire du télencéphale est suivie d’une inflexion du télencéphale rostral (Figure 3 et 4).  
                      
Figure 4 : Développement murin de la placode olfactive et du BO.  
A : E11.5 ; B : E12 ; C : E12.5 ; D : E13. V: ventricule; T: télencéphale; M: mésenchyme; NC: 
cavité nasale; OE: épithélium olfactif. La flèche et l’astérisque indiquent l’aire présomptive du 
BO. D’après (Miller et al. 2010). 
 
La cinétique du cycle cellulaire de l’aire présomptive du BO est significativement allongée 
par rapport au cortex adjacent 24h après l’arrivée des axones olfactifs pionniers (Gong and 
Shipley 1995). D’autre part, l’EO exerce un rôle trophique sur la croissance des dendrites 
des cellules mitrales et touffues du BO chez le rongeur, par le biais d’un facteur diffusible 
  
 
non encore identifié (Tran et al. 2008). L’interruption des connections nerveuses entre l’EO 
et le BO a un quelconque moment de la vie entraine une dégénérescence du BO. 
Réciproquement, les BO ont une influence sur l’EO. Après bulbectomie, une 
dégénérescence axonale rétrograde des neurones matures se produit ainsi qu’une anomalie 
de maturation des neurones sensoriels olfactifs immatures dans l’EO (Verhaagen et al. 
1990). Les cellules progénitrices des neurones olfactifs continuent de proliférer mais la durée 
de vie des neurones olfactifs est raccourcie (Carr and Farbman 1992; Schwob et al. 1992). 
D’ou l’hypothèse que le BO exercerait une action trophique sur les neurones sensoriels en 
voie de différenciation. Cependant, d’autres études plus récentes suggèrent que le BO se 
forme en l’absence de ces axones pénétrant dans la zone ventriculaire du télencéphale. En 
effet, l’étude des souris Pax-6 mutantes révèle qu’en l’absence d’EO, une structure similaire 
au BO se développe à partir du télencéphale rostral (Jimenez et al. 2000). De façon 
similaire, le BO des souris déficientes en Dlx5 se développe alors que les axones des nerfs 
olfactifs quittent l’EO mais n’atteignent pas le télencéphale (Levi et al. 2003; Long et al. 
2003). La nature exacte du signal qui induit la formation du BO n’est pas encore identifiée 
mais de 2 formations indépendantes,  la placode olfactive et le BO deviennent liés à mesure 
que le développement avance.  
Les cellules mitrales et touffues ont été identifiées dans le BO dés E11. En développement, 
elles étendent leurs dendrites pour former la couche externe plexiforme présomptive du 
bulbe apposée sur la couche des neurones olfactifs. A E15, les axones olfactifs vont 
commencer à croitre vers cette couche cellulaire pour établir des synapses avec les cellules 
mitrales et touffues et former de futures structures glomérulaires délimitées par des cellules 
de Schwann. Chez les mammifères, une cellule mitrale donnée établie des connections avec 
un seul glomérule, mais chaque glomérule reçoit des afférences de plusieurs cellules 
mitrales. Dans chaque glomérule, plusieurs milliers de neurones sensoriels olfactifs 
établissent des synapses axono-dendritiques avec les cellules mitrales. Les axones des 
cellules mitrales fasciculent pour former les bandelettes olfactives (lateral olfactory tract ou 
LOT) qui se projettent sur le cortex piriforme et connectent ainsi les bulbes olfactifs aux aires 
olfactives du cortex cérébral. Les autres populations cellulaires principales composant le 
bulbe olfactif sont les interneurones, les cellules granulaires et les cellules périglomérulaires 
qui relient plusieurs glomérules entre eux. Ces cellules sont générées de façon 
prédominante au cours de la vie post-natale précoce. Elles naissent de la zone sous 
ventriculaire des ventricules latéraux et migrent vers le bulbe olfactif le long de la voie de 





        I.2  Les cellules synthétisant la GnRH1 
 
La GnRH a été isolée pour la première fois à partir d’hypothalamus de porc et de mouton 
(Amoss et al. 1971; Matsuo et al. 1971). Chez les vertébrés, 3 formes de GnRH ont été 
détectées au maximum codées par 3 gènes différents, GnRH1 sur le chromosome 8 humain, 
GnRH2 sur le chromosome 20 humain, gnrh3 chez les poissons téléostéens. Ces 3 gènes 
paralogues sont issus de 2 duplications génomiques successives. GnRH2 est la forme la plus 
ancienne mais, au cours de l’évolution, le gène préproGnRH2 et son récepteur ont été 
inactivés ou délétés de la plupart des génomes mammifères. Ainsi, un rôle physiologique de 
la GnRH2 chez les mammifères reste controversé. La GnRH1 contrôle la reproduction en se 
liant à son récepteur, GnRH1-R sur les cellules gonadotropes de l’hypophyse antérieure et en 
déclenchant la synthèse et la sécrétion de Luteinizing hormone (LH) et Follicle stimulating 
Hormone (FSH). Ces hormones hypophysaires agissent par la suite sur les gonades (Figure 
5) et entrainent la production de stéroïdes sexuels. 
                                  
Figure 5 : Schéma de l’axe gonadotrope humain.  
+ : stimulation, – : inhibition de sécrétion. 
 
Chez les souris porteuses d’une mutation homozygote de Gnrh1 (souris hpg), la fonction de 
reproduction est inhibée et elle est récupérée lors de la réintroduction dans les cellules 
  
 
embryonnaires d’une copie normale de Gnrh1 par thérapie génique (Mason et al. 1986). Cela 
met en évidence l’importance et le caractère unique de ce système. Chez les mammifères 
adultes, il y a entre 800 et 2000 cellules synthétisant la GnRH1 distribuées selon un 
continuum des BO jusqu’à l’hypothalamus. Indépendament de leur localisation, ces cellules 
projettent leurs axones dans l’éminence médiane de l’hypothalamus où ils accèdent via des 
capillaires fenêtrées au système porte hypothalamo-hypophysaire. 
 
I.2.1 Origine des cellules synthétisant la GnRH1 
Les cellules synthétisant GnRH1 sont détectées pour la première fois au sein de l’organe 
voméronasal et de l’épithélium olfactif. La placode olfactive donnant naissance aux 
épithéliums respiratoire et olfactif, il est classiquement dit que les cellules synthétisant 
GnRH1 dérivent de la placode olfactive du fait de leur localisation initiale. Cependant, chez le 
poulet l’ablation de l’aire postérieure de la placode olfactive élimine l’EO mais épargne la 
population de cellules synthétisant GnRH1. A l’inverse, l’ablation de l’aire antérieure 
supprime les cellules synthétisant GnRH1 et celles de l’épithélium respiratoire mais conserve 
l’EO (Akutsu et al. 1992; Arai et al. 1994). Ces résultats suggèrent que les cellules 
synthétisant GnRH1 sont initialement associées à la région respiratoire de la placode 
olfactive  et sont distinctes des progéniteurs de l’EO. L’absence d’expression de marqueurs 
de la lignée olfactive précoce dans les cellules synthétisant GnRH1 chez la souris est aussi 
un élément en faveur de la distinction initiale entre les cellules synthétisant GnRH1 et les 
progéniteurs olfactifs (Kramer and Wray 2000).  Ainsi il est plus juste de parler d’origine de la 
placode nasale plutôt qu’olfactive des cellules synthétisant GnRH1.  
 
I.2.2 Migration des cellules synthétisant GnRH1 
Deux groupes ont indépendamment décrits la migration des cellules synthétisant GnRH1 de 
la placode nasal dans le système nerveux central (Schwanzel-Fukuda and Pfaff 1989; Wray 
et al. 1989). 
Trajet  
A E11 chez la souris, les cellules synthétisant la GnRH1 sont localisées dans l’épithélium de 
la partie médiane de la cavité nasale avant tout marquage dans le mésenchyme nasal 
(Schwanzel-Fukuda and Pfaff 1989). A E11.5, elles sont associées aux axones du nervus 
terminalis et du nerf voméronasal et elles le resteront dans leur migration au sein du 
mésenchyme nasal à E12 et E13 et au cours de leur passage de la lame criblée vers le 





Figure 6 : Migration des cellules synthétisant la GnRH1 dans le cerveau d’embryon de 
souris. 
Les cellules synthétisant la GnRH1 sont symbolisées en bleu. VNO : organe voméronasal, 
VNN : nerfs olfactifs/voméronasal/terminal, BO : bulbe olfactif, APO : aire préoptique de 
l’hypothalamus. D’après (Schwanzel-Fukuda and Pfaff 1989). 
 
Les cellules synthétisant la GnRH1 bien que séparées au sein de l’épithélium de la cavité 
nasale, migrent dans le mésenchyme nasal en petits agrégats le long des nerfs 
voméronasaux et nervus terminalis. A la base du télencéphale, plusieurs branches 
nerveuses se forment. La première, composée probablement du nerf voméronasal et de 
cellules synthétisant la GnRH1 se dirige et se termine dans le bulbe olfactif accessoire. La 
seconde, également associée à des cellules synthétisant la GnRH1, suit un chemin central 
du nervus terminalis. Elle pénètre dans le cerveau juste en arrière des bulbes olfactifs, puis 
chemine à la face médiane des hémisphères cérébraux jusqu’à la région hypothalamique. A 
E16 chez la souris, la majorité des cellules synthétisant la GnRH1 ont atteint le cerveau mais 
la migration intracrânienne vers la partie caudale de l’hypothalamus continue jusqu’à au 
moins E18.  
L’étude d’embryons humains a permis d’établir une route similaire des cellules synthétisant 
la GnRH1 (Schwanzel-Fukuda et al. 1996). A J28 de l’embryogénèse humaine, aucune 
immunodétection de GnRH1 n’est encore détectée et quelques cellules NCAM+ sont 
identifiées dans l’épithélium de la cavité nasale. Des cellules synthétisant la GnRH1 sont 
détectées à J42 de l’embryogénèse dans l’épithélium médian de la cavité nasale, au sein de 
cordées de cellules NCAM+ dans le mésenchyme nasal, dans les structures ganglionnaires 
du nervus terminalis, dans l’agrégats cellulaires sous le télencéphale rostral correspondant à 
la masse migratrice, dans les branches du nervus terminalis traversant la lame basale du 
télencéphale médian en arrière du BO en développement. A ce stade, quelques cellules 
étaient également identifiées dans le télencéphale médian à coté de l’entrée des nerfs 
voméronasal et terminalis. A J46, de plus nombreuses cellules exprimant GnRH1 sont vues 
entrant dans le télencéphale avec les axones du nervus terminalis. Ces cellules synthétisant 
  
 
la GnRH1 ne sont jamais observées indépendamment de cellules et de fibres NCAM+ 
(axones des nerfs terminal, voméronasal et des neurones olfactifs) et de nombreux 
vaisseaux formant  un support de migration.  
Type de migration 
 Les neurones du système nerveux central utilisent deux stratégies principales de migration, 
radiale ou tangentielle. La migration radiale se fait selon un trajet perpendiculaire à la surface 
des ventricules et utilise la glie radiaire. La migration tangentielle se fait selon un trajet 
parallèle à la surface des ventricules et n’utilise pas de support de migration. Les cellules 
synthétisant la GnRH1 migrent en association avec un groupe d’axones olfactifs. Bien qu’elle 
ne soit pas sur de la glie radiaire, leurs migrations semblent plus proches d’un mouvement 
tangentiel que d’un mouvement radial. Ainsi, les cellules synthétisant la GnRH1 présentent 
des caractéristiques des 2 catégories utilisées couramment pour décrire la migration des 
neurones du système nerveux central, ce qui les rend unique. 
Mouvement cellulaire 
Les cellules synthétisant la GnRH1 migrent comme les neurones du système nerveux central 
selon 3 étapes synchronisées : Extension d’un pseudopode, déplacement antérieur du 
noyau (ou nucléokinese),  rétraction de l’adhérence postérieure. Leur vitesse est similaire à 
celle de neurones corticaux utilisant la glie radiaire (13 à 20 μm/h). Ainsi à la fois le 
mouvement et la vitesse des cellules synthétisant la GnRH1 sont proches des neurones en 
migration du système nerveux central dépendant de molécules extracellulaires : 
sémaphorines, prokinéticines ; des récepteurs tyrosine kinase/cytokines : Ephrines, HGF ; 
des chémokines : SDF1 ; des neurotransmetteurs : cholécystokinine, GnRH ; des facteurs de 
classe inconnue : NELF. 
 
        I.3 Le syndrome de Kallmann associe une anomalie de développement du 
système olfactif et un défaut de migration des cellules synthétisant la GnRH1 
 
Le syndrome de Kallmann est l’illustration physiopathologique de la relation embryologique 
au cours du développement entre le système des cellules synthétisant la GnRH1 et le 
système olfactif. L’examen de deux fœtus KS, l’un porteur d’une large délétion emportant 
KAL1 et l’autre d’une mutation non sens p.R257X de KAL1, a montré l’absence de cellules 
synthétisant la GnRH1 détectable dans le cerveau mais anormalement localisées entre la 
surface du système nerveux central et la face dorsale de la lame criblée juste accolées aux 
méninges, dans un enchevêtrement d’axones et de structures ganglionnaires du nervus 
terminalis (Schwanzel-Fukuda et al. 1989; Teixeira et al. 2010). Les nerfs olfactifs présents 
dans la cavité nasale avaient traversé la lame criblée mais s’étaient terminés en névromes 
de part et d’autre de la ligne médiane. Les bulbes olfactifs étaient absents.  Cette 
  
 
observation suggérait que le développement de la placode olfactive, des nerfs olfactifs, 
voméronasal et terminalis ainsi que celui des cellules synthétisant la GnRH1 était normal 
jusqu’à un certain moment. Toutes ces structures parvenaient à atteindre la surface dorsale 
de la lame criblée  mais pas à pénétrer le cerveau. Il a été décrit que de façon générale, tous 
les fœtus arhinencéphales (c'est-à-dire avec absence des bulbes olfactifs) à savoir ceux 
atteints de syndrome CHARGE, d’une trisomie 13 et d’une trisomie 18 n’ont pas de cellules 
synthétisant la GnRH1 au niveau de l’hypothalamus (Teixeira et al. 2010). Chez les fœtus 
arhinencéphales, aucune cellule synthétisant la GnRH1 ou quelques cellules uniquement ont 
été détectées au sein de l’aire préoptique (Figure 7). Ces observations ont été faites à partir 
de fœtus de 18 et 25 semaines, stade auquel les BO sont formés. Elles ont permis de définir 
une nouvelle séquence foetopathologique appelée séquence olfacto-génitale où l’absence 
de migration des cellules synthétisant la GnRH1 est secondaire à un défaut primaire de 
développement des structures olfactives ceux de façon isolée, comme dans le syndrome de 
Kallmann, ou au sein d’une maladie pléiotrope comme le syndrome CHARGE, la trisomie 13 




Figure 7 : Schéma comparant le système olfactif et la distribution des neurones 
synthétisant la GnRH1 chez un fœtus contrôle et un fœtus Kallmann de 25 semaines. 
A et A’: Système olfactif périphérique et télencéphale d’un fœtus contrôle et d’un fœtus 
Kallmann. B et B’: Distribution des cellules synthétisant la GnRH1 dans l’hypothalamus et le 
télencéphale d’un fœtus normal et d’un fœtus Kallmann. Les cellules synthétisant la GnRH1 
sont symbolisées par des points rouge. Les lignes vertes représentent les axones des nerfs 
olfactifs et terminal. 
ob: bulbe olfactif; cp: lame criblée de l’ethmoide; h: hypothalamus; t: thalamus; GL: couche 
glomérulaire du bulbe; M: cellules mitrales; OT: tractus olfactif. D’après (Teixeira et al. 2010). 
                 
  
 
II Signes cliniques du syndrome de Kallmann 
  
        II.1 Signes cardinaux 
 
Par définition, le KS est l’association d’un HH et d’une altération de l’odorat, hyposmie ou 
anosmie. L’anomalie de migration des neurones synthétisant la GnRH1 a pour conséquence 
l’absence de stimulation des gonadotrophines hypophysaires par la GnRH1 et l’absence de 
sécrétion des stéroïdes sexuels entrainant une absence de puberté spontanée. L’altération 
de l’odorat est secondaire à une anomalie de la formation des bulbes olfactifs. 
La prévalence de la maladie est estimée à 1/8000 chez les garçons (Fromantin et al. 1973). 
La prévalence féminine a été initialement estimée à 5 à 7 fois moins que chez les garçons 
(Jones and Kemmann 1976). On trouve un rapport homme/femme entre 1.5 et 5.7 dans les 
différentes séries (Tableau 1) (Abujbara et al. 2004; Kaplan et al. 2010; Laitinen et al. 2011; 
Lieblich et al. 1982; Quinton et al. 2001; Sato et al. 2004). Il est possible que cette 
prévalence féminine soit sous-estimée du fait d’un diagnostic féminin moins visible (cf. 
Introduction chapitre II.1.1). L’âge au diagnostic est extrêmement variable (4 à 61 ans dans 
la littérature) et, en période pré pubertaire, seuls des garçons ont été diagnostiqués.  
 
II.1.1 L’hypogonadisme hypogonadotrope 
En période néonatale, une cryptorchidie uni ou bilatérale peut être présente dans 28 à 73% 
des cas masculins rapportés. Un micropénis peut également être présent dans 50 à 65% 
des cas rapportés (Tableau 1). Mais surtout, le phénotype à la naissance, chez le nouveau-
né masculin, peut être strictement normal. Il n’existe pas de signe clinique féminin à la 
naissance. Le diagnostic biologique peut être fait en période néonatale. A 1-2 semaines de 
vie, une sécrétion de pulses de GnRH1 a normalement lieu, suivie d’une augmentation de 
LH, FSH, appelée minipuberté. Elle dure, chez le garçon, jusqu’à 6 mois de vie avec un pic 
entre 4 et 10 semaines de vie et est associée à une sécrétion de testostérone. Chez la fille, 
cette augmentation de FSH et LH dure 2 à 3 ans et est inconstamment associée à une 
élévation du taux d’estradiol (Grumbach 2005). Au cours de cette courte période l’absence 
d’élévation de ces hormones permet le diagnostic de l’hypogonadisme. A la puberté, 
l’absence d’apparition des caractères sexuels secondaires (soit chez le garçon, absence 
d’augmentation du volume testiculaire à l’âge de 14 ans et chez la fille, absence de 
développement mammaire à 13 ans ou absence de règle à 15 ans) constitue le mode de 
révélation principal de la maladie. De façon moins classique et de description plus récente, le 
phénotype gonadotrope peut être moins sévère. Un retard pubertaire peut être l’unique signe 
de l’atteinte gonadotrope avec l’apparition tardive d’une puberté complète (Dode et al. 2003) 
  
 
ou une puberté partielle marquée par un développement incomplet testiculaire (Pitteloud et 
al. 2006b), par la présence d’un développement mammaire isolé sans ménarche. A l’âge 
adulte, de façon plus rare, des cas d’HH acquis ont été décrits après une puberté normale 
secondaire à un KS et des HH réversibles ont été rapportés (Bauman 1986; Quinton et al. 
1999). La prévalence réelle de ces cas de Kallmann réversible n’est pas connue, elle a été 
estimée à 5% (Quinton et al. 1999). Le déficit gonadotrope est confirmé lorsqu’il existe un 
taux bas d’hormones sexuelles associé à un taux normal ou bas de FSH, LH. Une baisse de 
la concentration sanguine d’inhibine B peut être objectivée dans les déficits gonadotropes 
sévères (Coutant et al. 2010). Le test de stimulation à la GnRH est encore utilisé quoique 
son intérêt diagnostic soit de plus en plus remis en cause. L’amélioration des techniques de 
dosages des gonadotrophines ne le rendent plus nécessaire à la distinction entre 
hypogonadisme hypogonadotrope et hypergonadotrope. Il ne permet pas de différencier le 
siège hypothalamique ou hypophysaire d’un déficit gonadotrope : dans les atteintes 
hypothalamiques sévères, les gonadotrophines peuvent ne pas augmenter (test négatif) et 
dans les atteintes hypophysaires partielles, elles peuvent s’élever (test positif). En revanche, 
ce test de stimulation à la GnRH peut évaluer la sévérité du déficit gonadotrope. 
 
II.1.2 Le déficit olfactif 
Le déficit olfactif devrait être présent chez tous les patients KS de façon plus ou moins 
sévère dans un spectre entre l’hyposmie et l’anosmie. Il est évalué par un questionnaire 
détaillé ainsi que par des tests d’olfactométrie. Elle utilise des produits odorants purs pour 
éviter une stimulation trigéminale et distingue le seuil de détection des odeurs de celui de 
leurs identifications. Il existe une grande variabilité interindividuelle, les résultats sont donc à 
comparer à ceux d’une cohorte de sujets normaux (Eloit and Trotier 1994). L’IRM (Imagerie 
par Résonance Magnétique) permet de visualiser une aplasie ou une hypoplasie des BO, 
mais aucune anomalie n’a été détectée par cette technique chez environ 10% des patients 
ayant un déficit olfactif clinique (Quinton et al. 1996) (Figure 8). L’IRM des BO est l’examen 
le plus fiable chez les jeunes enfants, et les individus ayant une fente labiale/palatine ou un 
retard mental chez lesquels les tests olfactifs sont de réalisation difficile et d’interprétation 
délicate. 




             
Figure 8: IRM des bulbes olfactifs normale et d’un patient KS. 
A : IRM normale, les bulbes olfactifs sont pointés par les flèches. B : Agénésie des bulbes 
olfactifs.  
 
Le degré d’hypogonadisme et de déficit olfactif peut varier considérablement dans une 
famille atteinte (Dode et al. 2003; Pitteloud et al. 2005). Cette variabilité clinique des signes 
cardinaux est présente exclusivement dans certaines formes génétiques de la maladie 
(Salenave et al. 2008) (cf. Introduction chapitre corrélation phénotype génotype III.3.1). 
 
        II.2 Signes cliniques associés 
 
La fréquence de ces signes associés varie selon les séries (Tableau 1) et selon les formes 
génétiques de la maladie (cf. Introduction chapitre corrélation phénotype génotype III.3.1). 
 
II.2.1 Symptômes neurologiques 
Il peut s’associer au KS des syncinésies controlatérales d’imitation appelées « mouvements 
en miroir ». Ils semblent secondaires à un mécanisme complexe associant des anomalies de 
la substance blanche au sein des voies motrices primaires (tractus cortico-spinal) et dans 
d’autres régions dont les aires associatives (lobes frontaux) ou le corps calleux (Koenigkam-
Santos et al. 2010). Une surdité dont le mécanisme (de transmission, de perception ou 
mixte) varie selon les formes génétiques a été observée. 
 
II.2.2 Atteinte de la ligne médiane 
Les anomalies dentaires sont variables, le nombre de dents manquantes pouvant aller de 
une à neuf (Bailleul-Forestier et al. 2010), la dent la plus fréquemment manquante est une 
incisive mandibulaire latérale. Les anomalies palatines sont également communes à 
différentes formes génétiques de la maladie bien que leur sévérité varie entre un palais 
arqué et la présence de fentes palatines, parfois sévères (Albuisson et al. 2005; Dodé et al. 




II.2.3 Atteinte rénale 
Différentes anomalies rénales ont été mises en évidence chez des patients KS avec 
principalement des agénésies rénales. Les conséquences de ces anomalies rénales ont été 
étudiées : Une étude s’est intéressée à la morbidité rénale de patients KS ayant une 
agénésie rénale (Duke et al. 1998), certains patients développent une protéinurie modérée 
associée à une hypertension légère à modérée.  
 
 
 Tableau 1: Signes associés chez des patients KS dans 5 séries de la littérature. 
H, homme ; F, femme ; ND, non disponible. 1 : Lieblich et al 1982, 2 : Quinton et al 2001, 3 : 
Abujbara et al 2004, 4 : Sato et al 2004, 5 : Laitinen et al 2011. 
 
        II.3 Diagnostics différentiels 
 
Un HH peut être soit congénital soit acquis. Les causes acquises sont dominées par les 
tumeurs hypothalamo-hypophysaires et sont hors de mon propos. Les causes congénitales 
sont dites isolées ou syndromiques (Figure 9). Au sein des causes congénitales, on 
distingue 2 maladies selon la présence ou l’absence d’un déficit de l’olfaction : le KS et l’HH 
congénital normosmique. De nombreux syndromes comprennent un HH en association avec 
des anomalies multiviscérales : ophtalmologiques (Bardet Biedl), neurologiques (Laurence 
Moon), métaboliques (anomalie de signalisation du récepteur de la leptine), des 
endocrinopathies (hypoplasie congénitale des surrénales) mais un KS n’a été décrit qu’au 
sein du syndrome CHARGE qui devient ainsi un diagnostic différentiel de KS. 
  
 
           
Figure 9: Classification étiologique des HH congénitaux.  
 
II.3.1 L’HH congénital normosmique  
Cliniquement, l’absence de trouble de l’odorat à l’interrogatoire oriente le diagnostic mais 
seule une olfactométrie normale et l’absence d’anomalie du tractus olfactif à l’IRM des 
bulbes olfactifs confirme le diagnostic. Aucun signe clinique associé à l’HH congénital 
normosmique n’a été décrit. Les modes de transmission semblent être autosomique récessif 
et/ou digénique voire oligogénique. A l’heure actuelle, 6 gènes dont les mutations sont 
responsables de la maladie ont été identifiés GnRHR, GnRH1, Kiss1R, Kiss1, TACR3, 
TAC3, pour revue (Brioude et al. 2010). 
 
 
II.3.2 Le syndrome CHARGE 
Le syndrome CHARGE peut associer des anomalies congénitales variables (OMIM 214800), 
c’est une maladie très sévère touchant le pronostic fonctionnel et vital (espérance de vie de 
5 jours à 46 ans). CHARGE est un acronyme pour Colobome, Heart defects (anomalies 
cardiaques), Atrésie choanale, Retard de croissance et de développement, Génitale 
hypoplasie et Ear anomalies. Des exemples caractéristiques des anomalies de l’oreille 
externe présentes dans le CHARGE sont sur la Figure 10. 
  
 
                                     
Figure 10: Exemples d’anomalies caractéristiques des oreilles de syndrome CHARGE. 
D’après (Kim and Layman 2011). 
 
Des critères cliniques ont été établis pour le diagnostic de syndrome CHARGE résumés 
dans le Tableau 2. Par ailleurs, environ 80%  des patients atteints de ce syndrome présente 
les signes caractéristiques du KS, un HH et une anomalie de développement des bulbes 
olfactifs (Bergman et al. 2011a; Blustajn et al. 2008; Chalouhi et al. 2005; Pinto et al. 2005). 
Les anomalies de l’oreille externe, d’un nerf crânien et des canaux semi-circulaires sont les 
plus fréquemment mises en évidence chez les patients ayant un syndrome de CHARGE (91 
à 97%, 99%, 94 à 98% respectivement) (Bergman et al. 2011b; Zentner et al. 2010). La base 
moléculaire de ce syndrome a été en partie élucidée en 2004 par Vissers et al qui ont 




Tableau 2: Critères cliniques de diagnostic de syndrome CHARGE 
Selon (Blake et al. 1998), actualisé Lalani, GeneReviews et selon (Verloes 2005). 
  
 
III Génétique du syndrome de Kallmann 
 
        III.1 Difficultés de caractérisation de gènes KS 
Dans les formes familiales, plusieurs modes de transmission génétique de KS ont été 
décrits: récessif lié au chromosome X (OMIM 308700), autosomique dominant (OMIM 
147950), autosomique récessif (OMIM 244200). Cependant, la plupart des cas sont, en 
apparence, sporadiques. A cette variabilité génétique, s’ajoute une grande hétérogénéïté 
phenotypique : chez les patients KS, les membres atteints d’une même famille peuvent 
présenter des degrès divers d’hypogonadisme ou d’anosmie, y compris dans le cas de 
jumeaux monozygotes (Hipkin et al., 1990). Enfin, les cas familiaux sont le plus souvent 
dans des familles de petite taille car KS affecte la fertilité. Ce fait, ainsi que l'hétérogénéité 
génétique et, surtout, la pénétrance incomplète de la maladie, rendent très difficiles les 
analyses de liaison habituellement utilisées pour identifier les gènes responsables de 
maladie. Plusieurs types d’approches sont donc utilisés pour tenter de localiser et identifier 
des gènes dont les mutations sont responsables de KS : Les deux premiers, KAL1 et 
FGFR1, l'ont été en utilisant la même approche de clonage positionnel, fondée sur l'analyse 
de rares cas de délétions du chromosome X (région Xp22.3) pour KAL1 (Franco et al. 1991; 
Legouis et al. 1991) et du chromosome 8 (région 8p11-p12) pour FGFR1 (Dode et al. 2003) 
associées à la présence d'un syndrome « de gènes contigus ». Les deux suivants, PROK2 et 
PROKR2 ont été découverts par une stratégie gènes candidats, les modèles murins 
invalidés pour ces gènes présentaient un phénotype KS. L’étude de lignées de patients KS 
porteurs de translocations chromosomiques, l’approche par gènes candidats ont été les 
autres méthodes de caractérisation de gènes KS. 
 
        III.2 Gènes KS : Fonction  
  
A ce jour, 8 gènes KS ont été identifiés mais aucune mutation dans l’un de ses 8 gènes n’est 
mise en évidence chez environ 60 à 65% des patients. 
 
III.2.1 KAL1 code pour l’anosmine 1 
KAL1 a été identifié simultanément par 2 groupes en 1991 en utilisant une approche de 
clonage positionnel fondée sur l’analyse de rares cas de délétions de la région Xp22.3 
(Franco et al. 1991; Legouis et al. 1991). Il s’agissait du premier gène responsable de déficit 
en GnRH chez l’homme. KAL1 est un gène de 14 exons qui code pour une glycoprotéine, 
  
 
l’anosmine-1 de 680 acides aminés et d’environ 95 kDA. L’anosmine-1 est une protéine de la 
matrice extra cellulaire comprenant un domaine riche en cystéine à sa partie N-terminale 
suivi d’un domaine WAP analogue a celui de la protéine du petit lait (whey acidic protein 
(WAP)), également présent dans certaines protéines inhibitrices de protéases à serine lié à 




Figure 11: Structure de l’anosmine-1. 
SP, peptide signal ; CR, région riche en cystéine ; WAP, Whey acidic protein ; FnIII, domaine 
fibronectine III ; H, région riche en histidine. 
 
L’étude histopathologique de 2 fœtus âgé de 19 et 25 semaines, l’un avec avec une très 
grande délétion incluant KAL1, l’autre une mutation non sens R257X de KAL1, a révélé 
l’absence de bulbe olfactif et une localisation anormale des neurones synthétisant la GnRH1 
avec leur accumulation entre la lame criblée et le télencéphale (Schwanzel-Fukuda et al. 
1989; Teixeira et al. 2010) au sein d’axones des neurones olfactifs. Ces observations 
suggéraient l’implication de l’anosmine-1 dans la migration finale des neurones synthétisant 
la GnRH1 et celle des axones des neurones olfactifs. En revanche, cela ne permet pas d’en 
déduire le défaut primaire, si les axones des nerfs olfactifs n’ont pas atteint le télencéphale 
ou s’ils ont dégénéré secondairement après un contact initial.  
Il n’existe pas de modèle murin déficitaire Kal1 car l’orthologue murin de KAL1 n’a pas été 
identifié à ce jour. Chez l’homme, l’anosmine-1 est exprimée dans l’aire présomptive du BO 
dés la 5ème semaine de vie embryonnaire (Tableau 3) (Figure 18) (Hardelin et al. 1999). 
Ainsi, l’anosmine-1 semble jouer un rôle dans la différenciation initiale du BO et l’innervation 
terminale des neurones olfactifs. L’interaction de l’anosmine-1 avec la membrane cellulaire 
est dépendante de la présence des héparanes sulfates protéoglycanes (HS) auxquels la 
protéine se lie. In vivo, l’importance de cette interaction a été démontrée par un modèle de 
nématode transgénique surexprimant l’orthologue de KAL1 dans certains de ses neurones. 
Le phénotype de branchement axonal anormal chez ces vers transgéniques n’est plus 
observé chez des animaux mutants déficients en héparane 6O-sulfotransférase ou en C5-
épimerase, deux enzymes impliquées dans la synthèse des chaines polysaccharidiques des 
HS (Bulow et al. 2002). 
L’anosmine-1 pourrait via son interaction aux HS stabiliser le complexe FGF/FGFR1/HS. 
Enfin, des effets chémotactiques de l’anosmine 1 sur la croissance axonale et la migration 




III.2.2 FGFR1 et FGF8 
En 2003, FGFR1 a été identifié grâce à 2 malades KS présentant un syndrome de gènes 
contigus et ayant des délétions chevauchantes sur le chromosome 8p11-12 (Dode et al. 
2003). La fréquence des mutations de FGFR1 est d’environ 10% des cas de KS. FGFR1 
code pour l’un des 4 récepteurs aux FGFs, récepteurs tyrosine kinase. Les domaines 
immunoglobuline like 2 (D2) et 3 (D3) fixent le ligand. L’épissage alternatif de la partie C-
terminale du 3ème domaine module la spécificité de liaison au ligand en générant 2 isoformes 
FGFR1-IIIb et FGFR1-IIIc. L’isoforme IIIb codée par l’exon 8a est exprimée dans les tissus 
épithéliaux, l’isoforme IIIc codée par l’exon 8b est spécifique du tissu mésenchymateux. La 
présence de mutations ponctuelles dans l’exon 8B chez certains patients KS avec ou sans 
fente palatine, indique que l’isoforme FGFR1-IIIc est impliquée dans la morphogénèse des 
bulbes olfactifs et du palais (Pitteloud et al., 2006b; Trarbach et al., 2006; Dode et al., 2007). 
L’activation du récepteur nécessite sa dimérisation, médiée par la liaison à 2 FGFs et aux 
HS, entrainant l’autophosphorylation du domaine tyrosine kinase. Cela active une cascade 
de signalisation, l’activation des voies Ras/Mitogen-activated protein kinase (MAPK) et 
Phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K)/AKT et phospolipase C gamma PLCγ (Mohammadi et 
al. 2005) (Figure 12). 
 
                   
 
Figure 12: Schéma de l’activation de FGFR1. 
HS : héparane sulfate, AB : boite acide, D1 à 3 : 1er à 3ème domaine immunoglobuline like. 
 
Durant le développement, FGFR1 a un rôle crucial au cours de la gastrulation, la 
spécification des organes. Le modèle murin Fgfr1-/- ne survit pas au stade de gastrulation. 
  
 
L’expression de Fgfr1 est quasi ubiquitaire. Au cours de l’embryogénèse du cerveau, Fgfr1 
est exprimé au niveau du télencéphale, du mésenchyme nasal et de façon moindre de l’EO 
(Figure 18 et Tableau 3). Le rôle de FGFR1 au cours du développement du système olfactif 
a été mis en évidence dans différents modèles murins. Lors de l’invalidation de Fgfr1 
(délétion des exons 8-15) dans le télencéphale, les neurones olfactifs atteignent le BO mais, 
en l’absence de signal fgf, les cellules du futur BO ne se différencient pas et continuent de se 
multiplier (Figure 13) sans donner naissance à un bulbe olfactif (Hebert et al. 2003) (Figure 
18).        
 
                   
Figure 13: Incorporation de BrdU sur le site du développement normal du bulbe 
olfactif à E12.5 chez la souris. 
A : souris contrôle, B : souris avec invalidation télencéphalique de Fgfr1. La flèche pointe le 
lieu de développement du futur bulbe olfactif. D’après (Hebert et al. 2003). 
 
D’autre part, des souris transgéniques où l’expression de Fgfr1 a été diminuée par le biais 
d’un transgène dominant négatif, dans les neurones synthétisant la GnRH1, ont une 
diminution du nombre de ces neurones dans l’hypothalamus sans hypogonadisme mais avec 
une puberté retardée (Tsai et al. 2005). Ces études révèlent un rôle de FGFR1 dans la 
formation du système olfactif et dans l’ontogénie des neurones synthétisant la GnRH1.  
L’implication de mutations de KAL1 et FGFR1 dans la pathogénèse du KS ainsi que leurs 
liaisons communes aux HS suggèrent que ces protéines interagissent dans un complexe de 
signalisation. En effet, une augmentation des effets mitogènes de l’isoforme FGFR1-IIIc dans 
des cellules lymphoides en présence de FGF2 a été démontrée par l’anosmine-1 (Gonzalez-
Martinez et al. 2004). Le mécanisme précis de leur coopération n’est pas connu à ce jour.  
Plus récemment, FGF8 a été impliqué dans la pathogénèse du KS (Falardeau et al. 2008) de 
façon très rare actuellement (1 à 2% des patients). Une mutation L342S hétérozygote de 
FGFR1 dentifiée chez un patient KS n’entraine pas de déficit de signalisation après 
stimulation FGF2. Une modélisation structurale du complexe FGF8-FGFR1 a permis de 
montrer l’importance de la Leucine 342 dans l’interaction avec FGF8 (Pitteloud et al. 2007a). 
Secondairement, la recherche de mutations de FGF8 dans une cohorte de malades ayant un 
HH a permis l’identification de mutations rares à l’état homozygote ou hétérozygote 
(Falardeau et al. 2008). Fgf8 est exprimé très tôt au cours de l’embryogénèse murine dans la 
  
 
placode olfactive en formation puis dans l’EO (Figure 18). Les souris invalidées pour Fgf8 
ont une léthalité précoce embryonnaire. L’étude de souris  hypomorphes Fgf8 a mis en 
évidence une hypoplasie des BO et des anomalies morphologiques de l’EO (Chung et al. 
2008) (Figure 19). Les neurones synthétisant la GnRH1 sont absents de l’hypothalamus 
mais aussi de la région nasale sans signe d’apoptose suggérant que Fgf8 est nécessaire à 
la différenciation de ces neurones (Figure 20). 
 
III.2.3 La prokinéticine 2, PROK2 et son récepteur, PROKR2 
PROKR2 appartient à la famille des récepteurs couplés aux protéines G à 7 domaines 
transmembranaires. PROK2, l’un de ses 2 ligands est une petite protéine sécrétée contenant 
environ 80 acides aminés. Les 2 souris invalidées pour ces gènes, prok2-/- et prokr2-/- ont des 
anomalies de la morphogénèse des BO ; une hypoplasie des BO associée à des anomalies 
architecturales et une asymétrie des BO dans 50% des cas pour la souris prok2-/-, une 
hypoplasie des BO constatée dés E16.5 chez toutes les souris prokr2-/- (Matsumoto et al. 
2006; Ng et al. 2005) (Figure 19). Il s’y associe une anomalie de développement de leurs 
organes reproducteurs secondaire à une diminution du nombre de neurones synthétisant la 
GnRH1 dans l’hypothalamus (Figure 20). Au cours de l’embryogénèse, Prok2 est exprimé 
dans les BO et l’EO, Prokr2 n’est pas identifié dans le BO mais dans l’EO et dans le 
mésenchyme (Tableau 3 et Figure 18). Des mutations principalement faux sens de PROK2 
et PROKR2 ont été mises en évidence chez environ 10% (2 et 8% respectivement) des 
patients KS (Dode et al. 2006).  
La découverte des prokinéticines est issue de l’étude de l’activité biologique des protéines 
contenues dans les venins de serpent et les sécrétions cutanées des amphibiens. Les 
orthologues chez les mammifères, PROK1 et PROK2 furent ensuite identifiés en 2001 pour 
leur capacité à contracter les cellules musculaires lisses du tractus gastro-intestinal, fonction 
qui est à l’origine de leur dénomination même si elle est actuellement controversée. Elles 
partagent un motif extrêmement conservé dans leur partie N-terminale, constitué des six 
premiers acides aminés (AVITGA), ainsi que dix résidus cystéines formant cinq ponts 
disulfures. Ce motif AVITGA a un rôle déterminant dans leur fonction biologique, toute 
modification de ce motif entrainant une perte d’activité de la protéine (Bullock et al. 2004). La 
structure de PROKR2 montre que c’est un récepteur principalement couplé à Gq.  
Les fonctions biologiques attribuées aux couples prokinéticines/prokinéticines récepteurs 
sont multiples et diverses (Maldonado-Perez et al. 2007; Zhou 2006). Ils influencent ainsi 
des processus divers tels que l’angiogénèse, l’hématopoïèse, la réponse immunitaire, la 
survie neuronale, la perception de la douleur, la reproduction, les rythmes circadiens et la 
prise alimentaire, l’implication des prokinéticines dans ces 3 derniers processus est détaillée 
ci-après. En plus de leur rôle sur la migration des neurones à GnRH, les prokinéticines ont 
  
 
aussi un rôle protentiel dans le fonctionnement des organes reproducteurs. Elles pourraient 
stimuler la prolifération de capillaires fenêtrés dans les testicules, permettant ainsi la sortie 
de la testostérone et l’entrée de facteurs régulateurs extratesticulaires (Samson et al. 2004). 
Chez la femme, PROK2 est indétectable dans les ovaires, retrouvé dans l’endomètre mais 
avec une expression constante en comparaison de PROK1 qui s’exprime cycliquement 
durant les cycles menstruels dans l’ovaire et dans l’utérus, avec un pic lors de la fenêtre 
d’implantation et un rôle probable au cours de l’étape clé de d’implantation embryonnaire 
(Battersby et al. 2004; Ferrara et al. 2003). En 2002, l’équipe de Zhou identifiait PROK2 
comme une protéine potentiellement impliquée dans la transmission du rythme circadien du 
noyau supra-chiasmatique (NSC) vers la périphérie (Cheng et al. 2002). Le système 
circadien endogène repose sur un mécanisme moléculaire complexe, une boucle 
moléculaire principale située dans NSC comprenant les facteurs de transcription Clock et 
Bmal1, les protéines Per (1-3) et Cry (1-2). Les facteurs de transcriptions Clock et Bmal1 
s’hétérodimérisent et activent la transcription des gènes Period (1-3) et Cryptochrome (1-2), 
à leur tour, les protéines Per (1-3) et Cry (1-2) s’hétérodomérisent et inhibent la transcription 
du dimère Clock et Bmal1. Les facteurs de transcription Clock et Bmal1 contrôlent également  
l’expression de gènes appelés "gènes contrôlés par l’horloge" (CCG, clock controlled genes) 
en se liant à leurs promoteurs au niveau d’une E-box. Le promoteur de PROK2 contient des 
E-box, PROK2 est un gène contrôlé par l’horloge. Un de ses rôles est de transmettre les 
messages rythmiques du NSC vers la périphérie. Sa transcription au niveau du NSC est 
régulée au cours du cycle, stimulée par la lumière, l’activation de sa transcription dans le 
NSC au cours de la phase lumineuse est 50 fois plus élevée qu’au cours de la phase 
nocturne (active) (Cheng et al. 2002) chez les souris (Figure 15A). 
           
Figure 15: Implication de PROK2 dans les rythmes circadiens murins. 
A : Régulation de la transcription de Prok2 au cours d’un cycle de 24h. ZT : Zeitgebers, LD : 
alternance de phase lumineuse et nocturne, 2DD : 2 jours continus de phase nocturne, 
8DD : 8 jours continus de phase nocturne. B : Effets de l’injection intraventriculaire de Prok2 
sur l’activité murine. L’activité locomotrice est représentée par les barres noires verticales. 
D’après (Cheng et al. 2002). 
  
 
L’un de ses récepteurs, PROKR2, est exprimé au niveau des cibles primaires du NSC. 
L’administration de PROK2 en intraventriculaire chez le rat modifie le rythme circadien en les 
rendant calme et endormis la nuit et significativement plus actifs le jour et diminue leur 
température corporelle (Cheng et al. 2002) (Figure 15B). D’autre part, les souris Prok2-/- et 
Prokr2-/-  ont des troubles du rythme circadien. De façon spécifique, la souris Prok2-/-  dort 
moins longtemps au cours de la phase diurne de façon associée à une altération du cycle de 
sa température (Figure 16A) et du cycle de la corticostérone (Li et al. 2006). La souris 
Prokr2-/-  perd la précision du début de son activité motrice nocturne avec une redistribution 
temporelle prononcée de son activité d’une période nocturne précoce vers une période 
nocturne tardive (Figure 16B) et elle a, elle aussi, une altération du cycle de la température 
(Prosser et al. 2007).  
 
.      
           
Figure 16: Altération du cycle circadien des souris Prok2-/-  et Prokr2-/-  
A : Altération du rythme circadien de la température corporelle chez la souris Prok2-/- . B : 
Altération de la distribution de l’activité chez la souris Prokr2-/-  ZT : zeitgebers ou donneurs 
de temps en allemand. D’après (Li et al. 2006; Prosser et al. 2007). 
 
Ainsi si PROK2 transmet le rythme circadien du NSC, il pourrait moduler d’autres 
comportements circadiens comme la prise alimentaire. L’expression hypothalamique de 
Prok2 est diminuée par le jeun (Gardiner et al. 2009) (Figure 17A). Le comportement 
alimentaire de rat après injection intra-ventriculaire cérébrale de Prok2 a été étudié (Figure 
17B). L’injection intra-ventriculaire de Prok2 provoque une diminution de la prise alimentaire 
diurne, nocturne, de la prise alimentaire induite par le jeun ainsi que par celle induite par le 
neuropeptide Y, peptide orexigène (Negri et al. 2004) alors que l’injection intra ventriculaire 
d’un anticorps anti Prok2 augmente la prise alimentaire (Gardiner et al. 2009). Prok2 serait 





          
Figure 17: Prok2 et prise alimentaire chez le rat. 
A : Expression de Prok2 au cours du jeun. B : Effet de l’injection intra-ventriculaire de Prok2 
sur la prise alimentaire. C : Effets de l’injection intra-ventriculaire de l’antagoniste du 
récepteur de l’α-MSH, de l’α-MSH, de Prok2, de Prok2 associé à l’antagoniste du récepteur 
de l’α-MSH. AMSH : Antagoniste du récepteur de l’α-MSH, MSH : α-MSH. D : Expression de 
la POMC au niveau du noyau arqué après injection intra-ventriculaire de Prok2. D’après 
(Gardiner et al. 2009). 
 
En intra-hypothalamique, seule l’injection de Prok2 dans le noyau arqué diminue la prise 
alimentaire. L’effet anorexigène de l’injection de Prok2 est secondaire à l’activation des 
récepteurs de Prok2 dans le noyau arqué. Des lésions du noyau arqué avaient déjà 
identifiées ce noyau comme un élément majeur de la régulation du comportement 
alimentaire (Kalra et al. 1999). Ainsi dans le modèle murin, Prok2 très exprimée le jour 
transmettrait le signal lumière au noyau arqué pour inhiber l’alimentation et la nuit, 
l’expression de Prok2 est minime. Le mécanisme de l’inhibition de la prise alimentaire par 
Prok2 pourrait passer par l’augmentation de la proopiomélanocortine (POMC) dans le noyau 
arqué (Figure 17D). En effet, l’augmentation de la POMC est suivie d’une augmentation de la 
sécrétion d’α-melanocyte-stimulating-hormone (α-MSH) et la co-administration d’un 
antagoniste d’α-MSH bloque les effets anorexigènes de Prok2 (Figure 17C) (Gardiner et al. 
2009).  
 
A l’heure actuelle, des mutations de l’un des 3 gènes KS suivants ne sont que rarement 
identifiées (environ 1 à 2% des patients mais évaluation en cours) 
  
 
III.2.4 CHD7  
Des mutations de CHD7 ont été identifiées en 2004 chez des patients CHARGE après 
l’identification d’une délétion chevauchante du chromosome 8 chez 2 patients (Vissers et al. 
2004). Actuellement, des mutations de CHD7 sont responsables d’environ 60 à 70 % des 
cas de syndrome CHARGE (Jongmans et al. 2006; Zentner et al. 2010), 90% des 
syndromes CHARGE typiques (Bergman et al. 2011b). La plupart des mutations CHD7 des 
patients CHARGE sont des mutations tronquantes, des mutations faux sens sont observées 
chez une minorité de patients, les délétions sont des évènements rares (revue, (Bergman et 
al. 2011b). La transmission est autosomique dominante avec une expressivité variable mais 
la plupart des cas sont des néomutations. Il n’y a pas de corrélation génotype/phénotype 
bien que les mutations faux sens semblent associées à des phénotypes plus légers 
(Jongmans et al. 2006). CHD7 est une protéine à chromodomaine liant l’ADN dont la 
fonction n’est pas connue. Elle interagit avec SOX2 pour réguler l’expression de nombreux 
gènes dont des gènes des voies Sonic Hedgehog (Gli2, Gli3 et Mycn) et Notch (Jag1) 
(Engelen et al. 2011; Puc and Rosenfeld 2011). Chd7 est exprimé dans l’EO et dans le BO 
au cours de l’embryogénèse murine (Figure 18 et Tableau 3). Les souris hétérozygotes pour 
une délétion Chd7 ont une hypoplasie des BO et une diminution de neurones synthétisant la 
GnRH1 dans l’hypothalamus (Figure 19 et 20) (Layman et al. 2011; Layman et al. 2009). Les 
signes KS sont donc inclus dans le syndrome CHARGE. Kim et al ont émis l’hypothèse que 
le KS soit une forme mineure de CHARGE. Un séquençage systématique de CHD7 chez 
des patients KS et HH normosmique leur ont permis d’identifier des mutations CHD7 dans 
4% des cas de KS (Kim et al. 2008) soit chez 3 patients (2 mutations faux sens et une 
mutation intronique responsable d’un saut d’exon). Le phénotype de ces patients dits KS 
mutés étaient peu décrits ne permettant pas de conclure formellement entre KS isolé ou 
CHARGE mineure incomplètement phénotypé. De plus, aucun test fonctionnel n’existe pour 
CHD7. Une seconde étude a montré que des mutations CHD7 ne sont trouvées que chez 
des patients KS avec des anomalies phénotypiques de syndrome CHARGE (2 mutations 
non sens et 1 faux sens) (Jongmans et al. 2009). Une troisième étude a montré que 3/36 
patients KS possèdent des mutations CHD7 (Bergman et al. 2012) avec cependant 
également des signes cliniques de syndrome CHARGE associés. Chez ces 9 patients 
initialement diagnostiqués KS porteurs de mutations CHD7 décrits dans la littérature, 4 
muations non sens, 4 faux sens et 1 mutation intronique associée à un saut d’exon ont été 
identifiées. Parmi les signes cliniques associés, la surdité est le signe le plus fréquemment 
identifié (7/9) puis une fente labiale ou palatine (5/9). Un colobome uni ou bilatéral et une 
anomalie de l’oreille externe ne sont présents que chez 2 d’entre eux. Identifier une mutation 
CHD7 a d’importantes implications cliniques, le dépistage des autres anomalies 
potentiellement associées car certaines d’entre elles peuvent ne pas être symptomatiques 
  
 
mais avoir des conséquences thérapeutiques et, la réalisation d’un conseil génétique. En 
effet, il y a 50% de risque de transmission de la mutation à la descendance. Trois des 
mutations identifiées chez les patients dits HH ont été précédemment décrites chez des 
patients ayant un syndrome CHARGE sévère (IVS+5G>C, S834F et R2024X) (Delahaye et 
al. 2007; Jongmans et al. 2008; Jongmans et al. 2009; Kim et al. 2008; Vissers et al. 2004), il 
n’y a donc pas de corrélation phénotype génotype et la descendance des patients KS risque 
de développer une forme plus sévère. On doit discuter diagnostic prénatal et 
préimplantatoire.  
CHD7 est un gène de 37 exons, la recherche de mutations de CHD7 chez les patients KS 
est actuellement réservée aux patients ayant un KS et 2 signes parmi ceux-là , colobome, 
atrésie choanale, anomalies oreilles externes, dysfonction d’un nerf crânien, trouble de 
l’équilibre ou si il existe une anomalies des canaux semi circulaires (Bergman et al. 2011b).  
 
III.2.5 WDR11 et HS6ST1 
WDR11 a été identifié comme un gène KS à partir d’un patient KS porteur d’une 
translocation chromosomique équilibrée, 46,XY,t(10 ;12)(q26.12 ;q13.11)(Kim et al. 2010). 
Cinq mutations de WDR11 ont ensuite été identifiées chez 6 patients, 5 HH normosmiques 
et 1 KS dans une cohorte de 201 patients mélangeant  KS et HH normosmiques. Aucun de 
ces 6 cas n’avait d’analyse familiale (Kim et al. 2010). Les mutations ont toujours été 
identifiées à l’état hétérozygote. Wdr11 est fortement exprimé dans le système olfactif en 
développement, dans le BO, l’EO et le mésenchyme (Figure 18 et Tableau 3), il n’existe pas, 
à l’heure actuelle de modèle murin invalidé pour Wdr11. Anciennement appelée BRWD2, il 
s’agit d’une protéine qui contient 12 WD domaines (répétition de tryptophane et d’acide 
aspartique). Elle a été initialement identifiée comme potentiel suppresseur de tumeur et 
interagit in vitro avec EMX1. EMX1 est un facteur de transcription qui semble impliqué dans 
le développement télencéphalique (Yoshida et al. 1997). Cette interaction pourrait être en 
lien avec le KS car 3 des mutations identifiées affectent cette la liaison. Plus récemment, il 
est apparu que la seule mutation identifiée de WDR11 chez un patient KS était associée à 
une mutation C164R de KAL1 (Quaynor et al. 2011). La responsabilité des mutations de 
WDR11 dans le KS reste à démontrer. 
Les HS interagissent avec l’anosmine-1, FGFR1 et PROKR2. Les études transgéniques (de 
sous et sur expression kal1) de c.elegans avait mis en évidence la nécessité d’une 
modification 6-O sulfate spécifique des HS (par hst-6) pour permettre à l’anosmine-1 d’agir in 
vivo (Bulow et al. 2002; Bulow and Hobert 2004). Une approche gène candidat a mis 
récemment en évidence des mutations de HS6ST1, l’homologue humain de hst-6 chez 5 
patients KS avec un rôle délétère démontré in vitro : une diminution de l’activité 
sulfotransférase et l’absence de sauvetage de la perte du phénotype kal-1 due à des 
  
 
mutations hst-6 (Tornberg et al. 2011). Chez la souris, Hs6st1 est très exprimé dans le 
système nerveux au cours du développement, en particulier dans le télencéphale et les 
structures sensoriels (Figure 18) (Sedita et al. 2004) mais aucune anomalie morphologique 
des BO n’a été observée chez les souris invalidées (Izvolsky et al. 2008). 
 
 
Tableau 3: Récapitulatif des expressions des gènes KS dans le système olfactif au 
cours de l’embryogénèse humaine pour Kal1 et murine pour les autres gènes KS. 
 / signifie que cela n’a pas été recherché. 
 
                 
Figure 18: Expression des gènes KS au cours de l’embryogénèse humaine pour KAL1 
et murine pour les autres gènes KS. 




                         
Figure 19: Morphogénèse des bulbes olfactifs chez les modèles murins. 
A : Contrôle et Fgfr1 invalidé dans le télencéphale à E.16.5, B : Contrôle et mutant Fgf8 
hypomorphe à E18.5, C : Contrôle et mutant Prok2-/- à l’âge adulte, D : Contrôle et mutant 
Prokr2-/- à l’âge adulte. E : Contrôle et mutant Chd7+/- à l’âge adulte.  
 
                                           
Figure 20: Expression des neurones synthétisant la GnRH1 dans l’aire préoptique des 
modèles murins. 
A : contrôle, A’ : souris Fgf8 hypomorphe ; B : contrôle, B’ : souris Prok2-/- ; C : contrôle, C’ : 
souris Prokr2-/- ; D : contrôle, D’ : souris Chd7+/- . 
  
 
        III.3 Gènes KS : Mode de transmission  
 
Les mutations de KAL1 et de FGFR1 sont responsables respectivement des formes de KS 
liées à l’X et de formes autosomiques dominantes. Il a été démontré que les mutations 
PROK2 et PROKR2 étaient transmises de façon autosomiques récessives (Leroy et al. 
2008) seulement dans de très rares cas. La majorité des patients mutés PROKR2 possède 
des variations de séquence monoallélique. Nous avons remarqué que des malades ayant 
une mutation PROKR2 bi allélique (Famille 1, Figure 14A) pouvaient avoir le même 
phénotype que d’autres patients n’ayant que cette même variation monoallélique (Famille 2, 
Figure14B).   
 
 
Figure 14: Mode de transmission des mutations PROKR2 chez des patients KS. 
Les symboles pleins ont un KS, la moitié droite remplie uniquement une anosmie. A : 
Transmission autosomique récessive des mutations PROKR2. B : Transmission pseudo 
dominante de la mutation L173R de PROKR2. D’après (Dode et al. 2006). 
 
Il apparaît clairement que le mode de transmission autosomique récessif ne peut s’appliquer 
à la famille 2 de transmission pseudo-dominante. Il est possible qu’un autre gène muté situé 
sur un autre chromosome que PROKR2 soit présent chez  la mère et le fils. A l’appui 
d’autres observations nous avons donc fait l’hypothèse d’une possible transmission 
digénique, à savoir : - Seules les souris homozygotes invalidées pour Prokr2 ont un 
phénotype KS, les souris hétérozygotes ont un phénotype normal, confirmant la transmission 
autosomique récessive à partir d’animaux possédant des fonds génétiques identiques. - 
Plusieurs des mutations PROKR2 sont observées dans la population humaine contrôle. 
Dans l’hypothèse d’un modèle digénique une mutation PROKR2 monoallélique ne suffit pas 
au phénotype KS il n’est donc pas surprenant que ces mutations bien qu’ayant un effet 




La participation d’un digénisme dans le mode de transmission des mutations PROK2 ou 
PROKR2 chez les patients KS a été confirmée par l’identification d’un patient KS associant 
une mutation PROKR2 L173R et une mutation KAL1 S396L (Dode et al. 2006). 
Les mutations de FGF8 et de HS6ST1 ont également été identifiées à l’état hétérozygote et 
homozygote (1 variation à l’état homozygote chez un patient pour ces 2 gènes). 
L’association d’une transmission autosomique récessive à un probable oligogenisme est 
l’hypothèse retenue. Il n’existe pas d’arbre généalogique et de ségrégation familiale des 
mutations CHD7 et WDR11 ce qui ne permet pas d’établir des hypothèses de transmission 
de ces formes génétiques. 
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        III.4 Corrélation génotype/phénotype 
 
III.4.1 HH et déficit olfactif 
La variabilité phénotypique des signes cardinaux de KS dépend de la forme génétique de la 
maladie. En effet, la variabilité de l’HH est moindre dans les formes liées à des mutations 
KAL1 en comparaison des formes liées à des mutations de FGFR1 avec un HH cliniquement 
et biologiquement plus profond dans les formes liées à des mutations KAL1 (Salenave et al. 
2008). De façon associée, le déficit olfactif semble moins variable dans le groupe de patients 
mutés KAL1 où les 21 patients mutés sont anosmiques alors que 2 patients sont 
hyposmiques et 2 patients sont normosmiques dans le groupe des 18 patients mutés FGFR1 
(Salenave et al. 2008).  Cependant, l’absence de déficit olfactif a été observé chez 2 sur 15 
patients mutés KAL1 dans une autre série mais avec une hypoplasie bilatérale des BO à 
l’IRM (Sato et al. 2004) et un degré variable d’atteinte olfactive a été rapportée chez 3 frères 
porteurs d’une délétion KAL1 (exon3-exon13) allant d’une hyposmie modérée à une anosmie 
à l’olfactométrie (Massin et al. 2003). Concernant ces signes cardinaux, les autres formes 
génétiques de KS liées aux mutations de PROK2, PROKR2, FGF8 semblent proches 
phénotypiquement des formes liées à des mutations FGFR1 avec une grande variabilité des 
atteintes gonadotropes et olfactives (Dode et al. 2006; Falardeau et al. 2008; Sarfati et al. 
2009; Trarbach et al. 2010) (Figures 21 et 22). Le degré d’hypogonadisme et de déficit 
olfactif peut varier au sein d’une famille atteinte (Dode et al. 2003; Pitteloud et al. 2006a; 
Pitteloud et al. 2005; Pitteloud et al. 2006b) avec dans une même famille, un patient KS, sa 
mère ayant un simple retard pubertaire sans déficit de l’olfaction (arbre généalogique, Figure 
21 gauche) ou une absence de symptôme (arbre généalogique, Figure 21 droite) et un 
grand-père maternel n’ayant qu’une anosmie isolée (Dode et al. 2003; Pitteloud et al. 2005; 





                                 
Figure 21: Exemples de variabilité phénotypique de 2 familles KS porteuses d’une 
mutation R622X de FGFR1. 
Les symboles pleins sont des patients KS, la moitié droite des symboles reflète l’olfaction 
(gris: hyposmie, noir: anosmie), la moitié gauche l’atteinte gonadotrope (gris: retard 
pubertaire, noir: HH). D’après (Dode et al. 2003; Pitteloud et al. 2005). 
 
                                      
 
Figure 22: Variabilité des atteintes gonadotropes et olfactives dans 2 formes 
génétiques de KS liées à des mutations PROK2 et FGF8. 
A : Famille avec mutation G100fsX22/+ de PROK2, B : Famille avec mutation R127X/+ de 
FGF8. Les symboles pleins sont des patients KS, la moitié droite des symboles reflète 
l’olfaction (gris: hyposmie, noir: anosmie), la moitié gauche l’atteinte gonadotrope (gris: 





A ce jour, les mutations CHD7 et WDR11 ont été identifiées chez des patients KS avec 
anosmie et HH mais ces mutations étaient soit de novo soit la ségrégation familiale n’était 
pas étudiée (Kim et al. 2010; Kim et al. 2008). Dès les premiers patients décrits avec 
mutations de HS6ST1 il a été observé une grande variabilité de l’HH ; HH, puberté retardée 
ou phénotype normal chez des patients HS6ST1: R313Q/+ et une variabilité de l’atteinte 
olfactive clinique (hyposmie et anosmie) (Tornberg et al. 2011). 
Un degré de complexité supplémentaire de la corrélation génotype/phénotype est la 
discordance phénotypique observée entre des jumeaux monozygotes : l’un d’entre eux avait 
un KS, l’autre une hyposmie isolée (Hipkin et al. 1990) ou l’une avec un KS, l’autre une 
anosmie isolée (Hermanussen and Sippell 1985). Historiquement ces discordances entre 
jumeaux considérés comme génétiquement identiques, suggéraient l’intervention de facteurs 
environnementaux. De façon récente, des différences épigénétiques ont été mises en 
évidence entre jumeaux monozygotes (Fraga et al. 2005; Kaminsky et al. 2009) ainsi que 
des variations génomiques  du nombre de copies (Bruder et al. 2008; Maiti et al. 2011). Ces 
différences génétiques s’ajoutent ainsi aux facteurs environnementaux pour expliquer ces 
discordances.  
 
III.4.2 Signes associés 
Enfin, comme nous l’avons vu au paragraphe Introduction II.2, le KS peut s’accompagner  
d’autres symptômes, certains sont spécifiques d’une forme génétique de la maladie, d’autres 
communs, ils sont résumés dans le Tableau 4.  
 
 
Tableau 4: Signes cliniques associés aux différentes formes génétiques de KS. 
Les signes cliniques autres ne sont pas exhaustifs (…), le phénotype squelettique comprend 
l’absence de cartilage nasal, une agénésie ou une hypoplasie de l’oreille externe, une 




L’agénésie rénale est associée dans approximativement 30% des mutations KAL1 (Hardelin 
et al. 1993; Kirk et al. 1994). Les syncinésies bimanuelles controlatérales, bien que décrites 
rarement dans d’autres formes génétiques de KS, sont de façon prédominante présentes 
dans les formes liées à des mutations KAL1. Ces signes associés à des mutations KAL1 ont 
également une variabilité intrafamiliale. Ainsi chez les 3 frères porteurs d’une délétion large 
de KAL1 (exon3 à 13), 2/3 ont une agénésie rénale, 2/3 des syncinésies controlatérales dont 
l’un des 2 n’avait pas d’agénésie rénale (Massin et al. 2003). Certains signes cliniques sont 
communs à différentes formes génétiques de KS tels que l’hypodontie et la présence d’une 
surdité dont la fréquence n’a pas été évaluée. Ces anomalies dentaires sont variables, le 
nombre de dents manquantes pouvant aller de une à neuf (Bailleul-Forestier et al. 2010). La 
présence de fentes palatines est rapportée dans 25 à 30% des cas des formes FGFR1 
(Albuisson et al. 2005; Dodé et al. 2007; Dodé et al. 2003; Pitteloud et al. 2006b; Trarbach et 
al. 2006a), elles sont également rapportées dans les formes liées à FGF8, HS6ST1 et 
CHD7. Des anomalies palatines plus communes comme un palais ogival ont aussi été 
notées chez des patients mutés KAL1, PROK2 ou PROKR2.  
Ainsi, dans le KS, il existe une grande variabilité phénotypique des signes cardinaux et des 
signes associés au sein des différentes formes génétiques et en intrafamiliale (avec la même 
mutation identifiée) de gène KS suggérant  l’intervention d’autres facteurs : mutations de 
gènes non identifiés (digenisme/oligogénisme), autres anomalies génétiques ou facteurs 
environnementaux… 
 
        III.5 Autres pathologies associées à des mutations de gènes KS 
 
III.5.1 HH normosmique isolé 
L’HH normosmique isolé est une maladie distincte de KS mais des mutations de gènes KS 
ont été identifiées chez des patients normosmiques. Le diagnostic différentiel est difficile à 
établir du fait du degré variable du déficit olfactif des KS et de l’absence fréquente de test 
objectif de l’olfaction réalisé. Des mutations FGFR1 ont été identifiées chez des patients HH 
normosmiques. Leur odorat a été testé objectivement et une IRM des BO a objectivé 
l’absence d’anomalies des structures olfactives (Pitteloud et al. 2006a; Raivio et al. 2009; 
Trarbach et al. 2006b). Les cas familiaux peuvent appartenir à des familles mixtes, KS et HH 
normosmique, à des familles où coexistent des anomalies de la ligne médiane ou à des 
familles d’HH normosmiques isolés. De la même façon, des mutations de PROK2, PROKR2 
et FGF8 ont été identifiées chez des patients HH normosmiques (Cole et al. 2008; Falardeau 
et al. 2008; Pitteloud et al. 2007b; Sarfati et al. 2009; Trarbach et al. 2010). Chez certains 
d’entre eux, une IRM des BO venait confirmer l’absence d’anomalie des structures olfactives 
(Cole et al. 2008) mais le plus souvent le déficit olfactif n’est évalué que cliniquement. Des 
  
 
mutations CHD7, WDR11 et HS6ST1 ont été identifiées chez des patients HH 
normosmiques aucun d’entre eux n’a d’IRM des structures olfactives. A l’inverse, aucune 
mutation KAL1 n’a été associée à l’absence d’anomalie olfactive (clinique ou IRM). Ainsi, des 
mutations FGFR1, FGF8 et PROKR2 ont été identifiées chez des patients HH 
normosmiques démontrant un chevauchement génétique entre ces 2 maladies.  
 
III.5.2 Aménorrhée hypothalamique fonctionnelle (AHF) 
L’AHF est une forme transitoire, majoritairement réversible de déficit en GnRH dont la 
physiopathologie est débattue. Classée comme psychogène, elle est le plus souvent en 
rapport avec un apport calorique insuffisant, de l’exercice physique excessif ou une détresse 
psychologique. Chez les femmes, la sensibilité de la sécrétion de GnRH à ces différents 
stress est variable pouvant être en lien avec la présence de mutations de gènes impliqués 
dans les déficits en GnRH. En effet, parmi 55 femmes AHF, des mutations de gènes HH 
étaient identifiées chez 7 d’entre elles à l’état hétérozygote : 2 mutations FGFR1 (G260E et 
R756H), 2 mutations PROKR2 (R85H et L173R chez 3 patientes), 1 mutation KAL1 V371I 
(Caronia et al. 2011). Ces mutations pourraient contribuer à la susceptibilité variable de 
certaines femmes aux modifications fonctionnelles de la sécrétion de GnRH. Cependant, le 
phénotype olfactif de ces patientes n’est pas précisé (clinique et/ou IRM) et on ne peut 
éliminer qu’il s’agisse de forme mineure de KS. 
 
III.5.3 Fente labiale non syndromique 
Une fente labio-palatine isolée ou non syndromique est une anomalie congénitale touchant 
environ 1 naissance sur 700. Des facteurs environnementaux et génétiques sont connus 
pour jouer un rôle dans le développement de ces fentes. Par une approche gène candidat, 
des mutations de différents membres de la famille des FGFs et des récepteurs aux FGFs ont 
été recherchées dans une cohorte de 184 patients ayant une fente labio-palatine (Riley et al. 
2007). Deux mutations faux sens de FGFR1 ont été identifiées à l’état hétérozygote, M369I 
et E467K. Ces 2 mutations se situent sur des acides aminés conservés au sein des espèces 
entre le 3ème domaine immunoglobuline like et le domaine transmembranaire et entre le 
domaine transmembranaire et le domaine tyrosine kinase. Chacune d’entre elles était 
présente dans 2 familles non liées. La mutation M369I ségrégeait avec la maladie même si 
des membres non atteints étaient porteurs de la mutation. En revanche, un des membres 
atteints n’était pas porteur de la mutation E467K. Une mutation faux sens de FGF8 D73H 
était identifiée chez un patient de novo. Les analyses structurales prévoient qu’elle est 





III.5.4 Holoprosencéphalie (HPE) 
L’HPE est une malformation cérébrale complexe résultant d’une division incomplète du 
prosencéphale survenant entre le 18ème et le 28ème jour de vie embryonnaire et affectant à la 
fois le cerveau et la face. Sa prévalence est de 1/16000 naissances vivantes et 1/250 
embryons. Par une approche gène candidat, des mutations de FGF8 ont été recherchées 
chez 360 patients ayant une HPE plus ou moins sévère (Arauz et al. 2010) et chez 47 
patients ayant une HPE (McCabe et al. 2011). Dans la première série, une mutation 
hétérozygote T229M était identifiée au sein d’une famille avec des conséquences cliniques 
variables, son caractère délétère a été démontrée in vitro (Falardeau et al. 2008).  Cette 
mutation avait déjà été identifiée à l’état hétérozygote chez un patient ayant un HH acquis 
isolé sporadique (Falardeau et al. 2008). Dans la 2ème série, une mutation R189H 
homozygote a été identifiée. La faible incidence de ces mutations dans la cohorte d’HPE 
suggère que FGF8 n’est pas un facteur génétique majeur des HPE mais la présence d’une 
mutation à l’état homozygote permet d’associer l’HPE aux mutations FGF8. 
 
 
III.5.5 Dysplasie septo-optique (DSO) et déficit hypophysaire combiné multiple associé ou 
non à une interruption de la tige hypophysaire. 
La DSO est l’association de déficits hormonaux hypophysaires, d’hypoplasie du nerf optique 
et de défauts de la ligne médiane dont une agénésie du septum pellucidum (membrane 
séparant les 2 ventricules latéraux) et/ou du corps calleux. Par une approche gènes 
candidats, des mutations de FGF8 ont été recherchées chez 374 patients DSO (McCabe et 
al. 2011), des gènes KS (KAL1, FGFR1, FGF8, PROK2 et PROKR2) chez 103 patients 
ayant une DSO ou un déficit hypophysaire combiné multiple (Raivio et al. 2012) et de 
PROK2 et PROKR2 chez 72 patients ayant une interruption de la tige hypophysaire 
(Reynaud et al. 2012). Trois mutations faux sens de FGFR1, T112T, S450F et P483S, ont 
été identifiées chez des patients DSO. La mutation T112T pourrait modifier l’épissage selon 
des prédictions in silico, les mutations S450F et P483S diminuent in vitro le signal du 
récepteur. Une mutation Q216E et une mutation T72T de FGF8 ont été identifiées chez des 
patients ayant soit une DSO soit un déficit hypophysaire combiné multiple. La mutation T72T 
est gain de fonction sur le signal FGFR1 in vitro. Quatre mutations faux sens pertes de 
fonction de PROKR2, R268C, R85G, R85H et L173R ont été mises en évidence chez 6 
patients ayant soit une DSO soit un déficit hypophysaire combiné multiple associé ou non à 
une interruption de tige. Ces mutations ont été identifiées chez des patients KS mais 
également, pour trois d’entre elles, dans la population témoin. Il est ainsi difficile d’établir la 




IV Objectifs de la thèse 
 
Les objectifs de la thèse étaient doubles. 
Il s’agissait d’améliorer la compréhension des formes génétiques de KS secondaire aux 
mutations PROK2 et PROKR2 et de tenter de répondre à différentes interrogations : Existe il 
des signes associés spécifiques de cette forme génétique ? Comme le modèle murin, y a-t-il 
des effets de l’insuffisance de signalisation PROKR2 sur le comportement alimentaire et sur 
les rythmes circadiens de nos patients mutés ? Confirme-t-on l’hypothèse du mode de 
transmission digénique voire oligogénique de ces mutations, proposée lors de l’identification 
de celles-ci ?  
Enfin, 60 à 65% de nos patients KS n’ont pas de mutation dans les gènes KS connus 
actuellement. Il s’agissait d’identifier par une approche cytogénétique, grâce à un patient 
















        I.1 Patients participant à l’étude rythme et sommeil 
Les résultats de 2 questionnaires, Horne et Ostberg et Pittsburgh (Annexe I et II) ont été 
collectés chez 13 patients mutés PROK2 ou PROKR2 (2 mutations à l’état bialléllique et 11 
mutations monoalléliques) et chez 21 patients KS sans mutation PROK2 ou PROKR2. 
D’autre part, les résultats du score de Horne et Ostberg avaient été collectés chez 34 
témoins et ceux du score de Pittsburgh chez 10 sujets témoins par l’équipe du Dr Arnulf à La 
Pitié salpétrière. 
 
        I.2 Données cliniques du patient porteur de la translocation complexe 
initialement 46, XY, inv (3) (q24q26.32), t (3 ; 13 ; 18) (q26.32 ; q21.2 ; q12.2) 
 
Il s’agit d’un sujet masculin présentant à la naissance des signes d’HH congénital 
(micropénis et cryptorchidie). associé à des anomalies mineures, une arète du nez large et 
un philtrum long. Le diagnostic de KS a été fait à l’adolescence devant l’association d’un HH, 
d’une anosmie et d’une absence bilatérale de bulbes olfactifs et des sillons olfactifs à l’IRM 
sans autre anomalie psycho-développementale. L’imagerie hypophysaire est normale. Les 
informations données sur sa structure familiale étaient limitées, la mère a un caryotype 
normal, le père est dit normal mais son caryotype n’est pas disponible, il n’a pas pu être 
réalisé. 
 
        I.3 Données cliniques des patients chez qui une mutation de l’alpha 
dystrobrévine a été recherchée 
 
Ces patients appartiennent à la cohorte de patients KS dont l’ADN a été collecté par le Dr 
Dodé dans le service de biochimie et génétique moléculaire du Pr M. Delpech à l’hôpital 
Cochin. Ces patients n’avaient pas de mutation dans les gènes connus. Il s’agissait de cas 









        II.1 Questionnaires collectés pour l’étude rythme et sommeil 
Nous avons demandé à nos patients KS mutés PROK2 ou PROKR2 comparativement à des 
malades un KS sans mutation de compléter 2 questionnaires permettant de calculer des 
scores, l’un sur les rythmes circadiens appelé score de Matinalité-Vespéralité de Horne et 
Ostberg (Horne and Ostberg 1976), le 2ème évaluant le sommeil, le score de sommeil de 
Pittsburgh (Buysse et al. 1989). Ces 2 questionnaires sont dans les annexes I et II. Le score 
de Horne et Ostberg évalue le chronotype du patient ce qui correspond à déterminer si le 
patient est « couche tôt ou couche tard ».  
 
        II.2 Préparation des ADNs génomiques 
 
Les ADNs génomiques ont été obtenus à partir de prélèvements sanguins selon une 
procédure d’extraction classique. Un consentement écrit pour la recherche de gènes 
Kallmann connus et pour la recherche a été obtenu pour chacun des patients. 
 
        II.3 Hybridation in situ en fluorescence (FISH) sur chromosomes 
 
II.3.1 Préparation des sondes 
Les sondes sont marquées par un kit de Nick Translation (translation de coupure) Roche. 
Pour 5 ADNs à marquer (de 1µg chacun), le mélange comprend 5µl de dATP, dCTP et 
dGTP à 2.5mM chacun ainsi que 3.4µl de dTTP (2.5mM) et 4µl de Fluorescein 
isothiocyanate-12-dUTP (FITC-12-dUTP) à 1mM ou de Tetramethylrhodamine 
isothiocyanate-6-dUTP (TRITC-6-dUTP) à 1mM et  27.6µl d’H2O. L’incubation est faite à 
15°C pendant 10h puis à 70°C pendant 10 min, et refroidi à +4°C.  
Le jour de l’hybridation, les sondes sont dénaturées 10 min à 74°C puis 1h à 37°C. 
 
II.3.2 Préparation chromosomique 
Après avoir repéré les mitoses au microscope les lames sont prétraitées de façon 
standardisée pour les fixer. Les lames sont plongées dans du 2X SSC à 72°C pendant 2 min 
puis dans du formaldhéhyde 15 min à température ambiante suivi d’un rinçage dans du PBS 
1X  5 min à température ambiante. Un traitement par de la pepsine diluée en HCl  0.01N et à 
une concentration de 0.5µg/ml est effectuée pendant 13 min à 37°C. Les lames sont ensuite 
rincées 2 fois au PBS X 5 min à température ambiante puis déshydratées en éthanol 50%, 
75%, 100% 5 min à chaque fois. Enfin, elles sont séchées à température ambiante. L’ADN 
  
 
est dénaturé en simple brin en plongeant les lames 20 minutes maximum avant le dépôt des 
sondes en les plongeant dans un bain de formamide 70%/ 2SCC à 74°C puis dans des bacs 
d’éthanol froid à 50%, 75%, 100%, 2 min à chaque fois.  
 
II.3.3 Hybridation 
Les sondes dénaturées sont déposées sur les lames et incubées au four à 37°C. 
 
II.3.4 Rinçages 
Les lames sont rincées 2 min dans du 0.4 X SCC/0.3% Igepal à 74°C. La  coloration des 
noyaux est faite par addition de 40μl de DAPI à 40μg/ml en Vectashield.  
 
II.3.5 Analyse microscopique 
La lecture des lames a été effectuée à l’aide d’un microscope Nikkon E1000, l’acquisition et 
le traitement des images s’est fait avec le logiciel Genikon. 
 
        II.4 Puces à ADN ou CGH (Comparison genomic hybridization) array 
 
La CGH-array est basée sur le principe de l’hybridation moléculaire compétitive entre ADN 
de référence et ADN de patient sur un microréseau constitué de fragments d’ADN. La puce à 
ADN génomique humain utilisée dans ce travail contient 385000 oligonucléotides répartis sur 
tout le génome en moyenne tous les 6 kb (Nimblegen 385k). 
 
II.4.1 Marquage de l’ADN 
Le marquage se fait à partir d’1µg d’ADN. L’ADN à tester est marqué par le fluorochrome 
Cy3, l’ADN témoin par le fluorochrome Cy5 selon la procédure du kit de marquage de 
random priming (Nimblegen Roche).  
 
II.4.2 Hybridation 
Les culots d’ADNs marqués sont ensuite précipités par l’isopropanol, séchés puis réhydratés 
dans 25 µl d’eau. La concentration est ensuite mesurée et on mélange 4 µg de l’ADN à 
tester et 4 µg du témoin.  Cinq microlitres des culots sont ensuite mélangés avec 13 µl d’une 
solution d’hybridation (Nimblegen Roche). Ce mélange est dénaturé à 95 ◦C pendant cinq 
minutes à l’abri de la lumière. Ils sont ensuite déposés sur les lames contenant les 






II.4.3 Lavage et séchage 
Après hybridation, les lames contenant les oligonucléotides hybridées sont décollées à 42°C 
dans le Wash I (H2O, wash buffer et DTT dans des concentrations fournies) puis agitées 
dans ce même wash à température ambiante. Puis les lames sont agitées dans des wash II 
et III (H2O, wash buffer et DTT dans des concentrations fournies). Pour terminer, les lames 
sont  centrifugées pendant une minute 1000 tours par minute pour un séchage complet. 
 
II.4.4 Analyse des lames 
Les lames hybridées sont analysées avec le scanner Nimblegen MS200 par le logiciel 
NimbleScan software. Les résultats de l’hybridation des ADNs marqués Cy3 et Cy5 sont 
scannées séparément à travers deux différents canaux. Ce logiciel détermine l’intensité des 
signaux fluorescents et normalise l’intensité des ratios Cy5:Cy3 pour chaque lame et chaque 
point de donnée. SignalMap software permet l’analyse des résultats.Ce logiciel matérialise 
l’absence d’anomalie chromosomique par une droite correspondant à un rapport égal à 0. 
Sur le graphique obtenu l’extrémité du bras court est à l’extrême gauche et l’extrémité du 
bras long à l’extrême droite. Les régions chromosomiques dupliquées correspondent à une 
augmentation du signal de 3 oligonucléotides successifs (rapport des deux fluorescences 
supérieur à 0,3) et, inversement, comme étant en défaut (délétion) quand le rapport est 
inférieur à 0,3. 
 
         II.5 Hybridation in situ 
 
Des embryons de souris sauvages aux stades E11.5, E 12.5 et E 13.5 ont été collectés, fixés 
en 4% PFA pendant 4h puis inclus dans une solution sucrose (15%), gélatine (7.5%), PBS 
1X. Des coupes de 20 µm sont faites au cryostat.  
 
II.5.1 Synthèse des ribosondes dtna 
Une RT-PCR effectuée à partir de cDNA de têtes de souris fœtales 10j et en utilisant les 
amorces suivantes : RT-mDTNA-A : AGATGAGGGCTCAAGATCTG et RT-mDTNA-B : 
CAGGGACTTGCTTAATGCATT a permis d’obtenir un fragment PCR de 840 pb allant de 
l’exon 3 à 10 de dtna, qui a été ensuite cloné dans le vecteur pCRII-TOPO 4.0kb en utilisant 
les conditions expérimentales indiquées par le fournisseur Invitrogen. L’insertion est 
encadrée par les promoteurs SP6 et T7. Le plasmide recombinant est digéré par l’enzyme 
de restriction BglI, traitée par la protéinase K et extrait au phénol chloroforme avant d’être 
utilisé comme matrice pour la synthèse de ribosondes sens et antisens issues 
respectivement des promoteurs sens (T7) et antisens (SP6) en utilisant les enzymes et 
  
 
conditions expérimentales du fournisseur ROCHE. Les ribosondes obtenues sont 
conservées à -20°C en milieu formamide 50%. 
 
II.5.2 Hybridation des lames 
La préhybridation des lames est faite par incubation dans les solutions suivantes : 10 min en 
PFA 4%, 3 rinçages de 3 min en PBS1X suivis de 10 min sous agitation dans une cuve 
contenant 234 mL d’H2O avec 3.2 mL de triéthanolamine, 420 µl d’HCl 37% et 600 µl 
d’anhydride acétique. Elles sont ensuite transférées dans une cuve de Triton X-100 1% 
PBS1X pendant 30 min suivi de 3 rinçages en PBS1X. L’hybridation est précédée de 2 
heures d’incubation des lames avec le tampon d’hybridation en température ambiante. La 
sonde est diluée au 1/200 dans du tampon d’hybridation puis dénaturée en chauffant 5 min à 
80°C. Les lames sont déposées dans une boite humidifiée, le tampon d’hybridation est 
remplacé par 200µl de sonde recouvert d’une lamelle de verre et laissé à l’étuve à 72°C 
toute la nuit. Les lamelles sont ensuite délicatement enlevées dans du SSC 5X chaud puis 
les lames sont rincées 45 min dans du SSC 0.2X à 72°C suivi de 5 min dans du SSC 0.2X à 
température ambiante et 5 min dans du tampon B1. Les lames sont ensuite recouvertes 
pendant au moins 1 heure à température ambiante de solution de saturation (10% NGS dans 
du tampon B1) puis incubées la nuit à température ambiante avec 500 µl d’anticorps anti-dig-
AP dilué au 1/5000 (Roche) dans du B1, 1% NGS. Elles sont finalement rincées dans du 
tampon B1 puis du tampon B3 et révélées avec 500 µl de tampon B4 contenant le NBT-
BCIP. La réaction est arrêtée dans du PBS0.1% Tween20 et les lames montées dans du 
Mowiol. 
 
        II.6 Protocole d’immunofluorescence des coupes d’embryons de souris 
sauvages aux stades E11.5, E12.5 et E13.5.  
 
Les coupes ont été incubées avec 200 μl d’une solution de blocage (PBS 1x, avec 1% de 
Serum Bovine Foetal (SVF), 0,1% de Triton) pendant 30 min pour l’inhibition des sites non 
spécifiques de fixation des anticorps. L’anticorps primaire a été ajouté à cette solution et 
incubé sur la nuit à température ambiante. L’excès d’anticorps a été éliminé par 3 lavages 
successifs dans du PBS 1x/ 0,025 % Triton de 5 min. Les anticorps secondaires sont ensuite 
incubés dans cette même solution de saturation avec du 4',6'-diamidino-2-phénylindole 
(DAPI) pendant 2 heures à température ambiante. Après 3 rinçages successifs de 5 min 
dans du PBS 1x/ 0,025 % Triton, les lames sont montées au Mowiol. Les anticorps primaires 
utilisés sont un anticorps anti-β3 tubuline polyclonal de lapin (dilution 1/50, dako 
ABIN147486), anti-GnRH1 polyclonal de lapin (dilution1/2000, ab517, abcam) et un anti 
  
 
alpha dystrobrévine monoclonal de souris non spécifique d’une isoforme  (1/100, BD 
Biosciences 610766). Les anticorps secondaires sont un anti-souris Alexa 488 et un anti-
lapin Alexa 564 de chez molecular probes.  
 
        II.7 PCR/séquençage  
 
Une méthode d’amplification par Polymérase Chain Réaction (PCR) des exons de la région 
codante des gènes candidats a été faite suivie d’un séquençage direct. Les amorces 
utilisées sont données dans le tableau 5. 45μl de produits PCR ont été dilués dans 200μl 
d’eau puis filtrés sur l’appareil Millipore sous vide, ensuite repris dans 20 à 30μl d’eau selon 
la concentration estimée du produit PCR. Chaque fragment PCR est séquencé en utilisant 
comme amorce l’une des 2 utilisées au cours de la PCR et à l’aide d’un séquenceur 
automatique capillaire ABI 3100 (ABI Perkin Elmer). 
 
              





        II.8 DHPLC 
 
La formation des hétéroduplex est faite en dénaturant les produits PCR pendant 10 minutes 
à 99°C puis en laissant les renaturations se faire au hasard pendant 50 minutes à 56°C. Les 




Tableau 6: Températures utilisées en DHPLC pour les différents exons de l’alpha 
dystrobrévine 
 
        II.9 Fabrication du minigène 
 
II.9.1 PCR « long range » 
La PCR est effectuée à partir de 100ng d’ADN génomique humain en utilisant les amorces 
DT-8C et DT-10C situées respectivement dans la région 5’ de l’exon 8 (codon 293 à 299) et 
3’ de l’exon 10 de DTNA (codons 354 à 360) en utilisant le kit  expand long range PCR 
(Roche). 
Amorces  DT-8C : 5’AAATCACCTGCTAAGAAGCTG 3’ 
Amorce DT-10C : 5’AGGACTTCCTGAGGAGGGA 3’ 
Le programme PCR utilisé est : 94°C 2min ; 10 cycles 94°C 10sec, 50°C 30sec, 68°C 4 min ; 
suivi de 22 cycles avec allongement de 20 sec tous les 2 cycles. 
20 µl de cette PCR sont déposés sur un gel d’agarose. Le résultat de l’électrophorèse est 
montré figure 23. L’ADN contenu dans les 30μl restant du produit PCR sont précipités à 






                                                    
 
Figure 23: Electrophorèse en gel d’agarose de la PCR « long range ». 
1: contenant de 100ng d’ADN génomique humain, 2: sans ADN génomique, 3: Marqueur de 
PM (Biolabs). Les tailles des fragments sont exprimés en kb. 
 
II.9.2 Clonage du fragment PCR 
Le clonage est réalisé dans le vecteur pcDNA3.1/V5His TOPO HA de chez invitrogen est 
utilisant les conditions expérimentales recommandées par le fabricant et 50 ng du produit de 
PCR purifié (figure 24). Les clones obtenus sont dans un premier temps sélectionnées en 
effectuant une PCR interne au fragment cloné (conditions expérimentales d’amplification de 
l’exon 9 DTNA). Les clones positifs sont ensuite séquencés en utilisant les amorces DT-8C, 
DT-9A, DT-9B, DT-10A, DT-10C et les oligonucléotides spécifiques du vecteur : promoteur 
T7 et BGH reverse. 












             
   
Figure 24: Représentation schématique du minigène comprenant les exons 8, 9 et 10 
et les séquences introniques IVS8 et IVS9, sous le contrôle d’un promoteur CMV. 
Intégration de la séquence génomique de DTNA allant de l’exon 8 à l’exon 10 en aval du 
promoteur CMV au sein d’un vecteur pcDNA.3.1D/V5.HisTopo. Les flèches rouges situent 
les 4 mutations identifiées chez nos patients, S311S, I333I, V334I et IVS8-35g>a. 
 
II.9.3 Mutagénèse dirigée 
Les mutations trouvées dans la région  de l’exon 8 à l’exon 10 de DTNA dans la cohorte de 
malades KS ont été reproduites dans le plasmide sauvage en utilisant le kit Quichchange II 
XL site-directed mutagenesis kit, stratagene en utilisant les conditions expérimentales du 
fabricant. 
Cinq minigènes ont été construits contenant la séquence génomique de DTNA de l’exon 8 à 
l’exon 10 soit les exons 8, 9 et 10 du gène DTNA et les régions introniques les entourants 
(IVS 8 et IVS 9) et incluant soit la séquence sauvage soit l’un de ses allèles : V334I, S311S, 
I333I, IVS8-35g>a.  
 
        II.10 Transfection du minigène 
 
II.10.1 Lignées cellulaires 
Les cellules de la lignée HeLa et de neuroblastomes  murins de la lignée Neuro2A ont été 
cultivées dans du milieu DMEM (Gipco, roche) supplémenté de 10% de SVF. 
  
 
Toutes les cellules sont cultivées à 37°C dans un incubateur avec 5% CO2 / 95% air. Dans 
tous les milieux sont ajoutés de la pénicilline (50 U/ml), de la streptomycine (50 μg/ml) et de 
la fungizone.  
 
II.10.2 Transfection des plasmides 
Les cellules HeLa sont transfectées à 50% de confluence, les Neuro2A à 70% le lendemain 
de l’ensemencement.  
Les cellules sont incubées avec une solution de transfection composée de 15 μl de Fugène 
(Roche), 5 μg de plasmide (rapport 3/1) et de milieu DMEM (Gibco) sans sérum pour 
atteindre 500 μl de solution finale pour une boite de 10 cm2. La manipulation s’arrête 24 h 
après la transfection. Chaque expérience a été tripliquée. 
 
        II.11 Préparation des ARN messagers 
 
L'extraction des ARN a été réalisée à partir d’une boite de 10 cm2 de cellules transfectées la 
veille. Les cellules sont lysées dans 1 mL de solution de lyse (RNAXEL, eurobio) par boite 
de culture de 10 cm2. L'ARN total est extrait par une méthode phénol/chloroforme, selon les 
instructions du fournisseur et précipité par addition d’isopropanol volume à volume et de 
RNA bind (Kit RNAXEL, eurobio). Le culot est lavé à l’éthanol 70% puis repris dans 100 à 
200 μl d’eau stérile. Les ARN sont dosés par spectrophotométrie UV à 260nm, déposés sur 
gel d’agarose 1% puis  conservés à –80°C. Le rapport A260nm/A280nm doit être compris 
entre 1,8 et 2. 
 
         II.12 Fabrication des ADNc 
 
Un microgramme d’ARN est incubé dans un mélange réactionnel contenant 2μl d’oligo-dT, 2 
μl de dNTP (25 mM chacun) dans un volume final de 22 μl au final, mis à 65°C pendant 5 
min. Huit μl de tampon RT (invitrogen), 2 μl DTT et 2μl d’inhibiteur de RNases et 2 μl de 
Murine-Moloney Leukemia Virus (M-MLV) RNase H-Reverse Transcriptase (invitrogen) sont 
ajoutés et incubés pendant 50min à 37°C, l’enzyme est inactivée à 70°C pendant 10 min. 
L’ADNc obtenu est conservé à -20°C. 
 
        II.13 PCR semi quantitative fluorescente 
 
Le principe de cette PCR est de comparer des profils de fluorescence de différents 
fragments de taille différente obtenus à partir d’un même échantillon, la quantification des 
  
 
produits PCR est faite pendant la phase exponentielle de synthèse des produits PCR. Cette 
PCR est réalisée avec les primers F-6-FAM et R dans 25μl de volume réactionnel. Ces 
primers sont spécifiques du vecteur (Figure 25).  
 
 
Figure 25: Localisation dans le vecteur des amorces utilisées pour la PCR semi 
quantitative. 
 
La taille des produits obtenue est de 290 et 299 pb. Les PCR ont été réalisées en triplicat. La 
dénaturation initiale est faite pendant 15 min à 95°C, suivie de 21 cycles à 95°C pendant 30 
s, 55°C pendant 30 s, et 72°C pendant 45 s, et une extension finale de 10 min à 72°C. La 
quantification est faite après avoir ajoutée au 2 µl du produit PCR 9.8 µl de formamide et 0.2 
µl de Genescan-500 Rox size standard (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Les 
produits PCR fluorescents sont dénaturés par chauffage, refroidi sur de la glace et séparé 
sur un séquenceur capillaire (ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer, Applied Biosystems). Les 
résultats étaient analysés par le software Genescan 3.7 (Applied Biosystems) afin d’obtenir 
des électrophorégrammes pour chacun des échantillons (Figure 57). Chaque produit est 
identifié par sa taille et son intensité. Le total des intensités des 2 fragments représentait 
100% de l’intensité puis un % de ce total était attribué à chacun des 2 fragments pour 
chaque PCR réalisé. La moyenne de ces % (entre n=6 et n=12) est représentée dans la 
































Chapitre 1 : 
Mutations PROK2 et PROKR2 chez les patients KS : Etude 
de corrélation phénotype/génotype, du mode de 





I Etude de 55 patients KS porteurs de mutations PROK2 ou 
PROKR2. 
 
Cette première partie porte sur l’étude d’une cohorte de 55 patients KS, 42 hommes et 13 
femmes,  porteurs pour 9 d’entre eux de mutations PROK2 et pour 46 autres de mutations 
de PROKR2. Des mutations de PROK2 et PROKR2 ont été initialement identifiées comme 
responsable de  KS par notre laboratoire en 2006 (cf. Introduction chapitre III.2.3). Le mode 
de transmission de ces formes génétiques semblait mixte, soit autosomique récessif soit 
digénique (cf. Introduction chapitre III.3). Secondairement, l’analyse fonctionnelle des 
mutations faux sens sur la signalisation de PROKR2 est venue confirmer la responsabilité de 
ces mutations dans le KS (Monnier et al. 2009). Les résultats de cette analyse sont résumés 
dans le Tableau 7. En effet, tous les mutants sauf M323I ont une diminution de leur 
signalisation qui peut être expliquée par différents mécanismes, un défaut d’adressage à la 
membrane (L173R, W178S, P290S), une abolition de la liaison au ligand (Q210R) ou un 
défaut de couplage à la protéine Gq (R85C, R85H, R164Q, R268C, V331M). De plus, les 
expériences de co-transfection de ces mutants avec le récepteur sauvage n’ont pas mis en 
évidence de modification de l’adressage à la membrane et la signalisation du récepteur 
sauvage couplé à Gq, ce qui n’est pas en faveur d’un effet dominant négatif de ces 
mutations in vivo.  
           
        
 





           
 
Tableau 7 : Résumé des analyses fonctionnelles des mutations PROKR2. 
NM : Non mesurable, i : boucle intracellulaire, e : boucle extracellulaire, TM : domaine 
transmembranaire. D’après (Monnier et al. 2009). 
 
Le premier objectif de notre étude était de rechercher, dans notre cohorte de malades, des 
signes cliniques associés à ces formes génétiques de la maladie. Nous nous sommes 
intéressés aux index de masse corporelle (IMC) et au sommeil de nos patients car Prok2 est 
impliquée dans la régulation des rythmes circadiens et la prise alimentaire et les souris 
Prok2-/- et Prokr2-/- ont des anomalies du rythme circadien et de la prise alimentaire (cf. 
Introduction chapitre III.2.3). Le deuxième objectif était de confirmer l’hypothèse de 













        I.1 Signes cliniques associés aux mutations PROK2 et PROKR2 
 
Tous  les signes cliniques associés à KS pour ces formes génétiques sont rapportés dans 
les tableaux 8 et 9 ci-après et Table 2 et 3 de l’article I. Les anomalies classiquement 
associées aux formes KAL1 et FGFR1 de KS étaient rares dans notre série de patients. En 
effet, aucun cas d’agénésie rénale ni de fente labio-palatine n’a été décrit. 
 
          
 
Tableau 8 : Signes associés chez des patients KS porteurs de mutations PROK2. 
Le signe" signifie que les patients appartiennent à la même famille. 
 
Il y avait dans notre série de patients mutés PROK2 un cas de surdité bilatérale de 
perception (H104Y/+), les causes génétiques de surdité n’ont pas été recherchées chez ce 
malade. Dans notre série de patients mutés PROKR2, il y avait un cas d’hypodontie 
(R85C/+) et un cas de syncinésie bimanuelle (R85H/+). La mutation de PROK2 (H104Y/+) 
associée à une surdité n’a été détectée que chez un seul malade. En revanche, 5 malades 
étaient porteurs de mutation R85C dont un à l’état homozygote et 4 malades de mutation 
R85H dont un à l’état homozygote. Aucun autre de ces malades ne présentait de syncinésie 
controlatérale d’imitation ou d’hypodontie.  
  
 
                   
Tableau 9: Signes associés chez des patients KS porteurs de mutations PROKR2. 





Malgré le rôle anorexigène de PROK2 dans le comportement alimentaire murin (cf. 
Introduction chapitre III.2.3), nous n’avons pas trouvé de différence entre l’IMC moyen des 
patients porteurs de mutations PROK2 ou PROKR2 et ceux sans mutation. 
Quatre de nos patients se plaignaient de troubles du sommeil (PROKR2 R85H/+, R85H/+, 
P290S/+ et PROK2 R73C/+). Dans notre série, d’autres malades KS possèdent ces mêmes 
mutations sans souffrir de trouble du sommeil. Des anomalies infra-cliniques peuvent exister 
mais il ne semble pas que ces mutations soient spécifiquement liées à ce signe clinique. 
Nous avons aussi pu mesurer le cycle plasmatique du cortisol, toutes les 4h, chez 5 patients 
porteurs de mutations de PROK2 ou PROKR2 (PROK2 : R73C/+ ; PROKR2 : R85H/+, 
P290S/+, P290S/+ et L173R/L173R) dont 3 se plaignant de troubles du sommeil, sans 
retrouver d’anomalie (Figure 26). 
 
                           
Figure 26 : Cycle du cortisol de 5 patients mutés PROK2 ou PROKR2.  
 
Les autres signes additionnels dans la série de patients mutés PROK2 étaient la présence 
d’un nystagmus (R73C/+) et d’un palais ogival associé à un pectus excavatum chez le 
patient H104Y/+ (Tableau 8). Dans le groupe de patients mutés PROKR2, 3 patients avaient 
1 palais ogival (R85H/+, L173R/+, L173R/+), 1 patient avait une dysmorphie faciale 
(R164Q/+), 2 patients avaient un ptosis (L173R/+, V331M/+), 1 patient avait une dépression 
sévère (L173R/+), 1 patient avait une brachydactilie de la main droite et une polydactilie des 
pieds (L173R/+), 1 patiente un défaut du septum interventriculaire (W178S/+), 1 patient un 
macroadénome hypophysaire non sécrétant (R268C/+), 1 patient un diabète (V331M/ +). 
Aucun de ces signes cliniques n’était récurrent chez des patients d’un génotype défini. 
  
 
        I.2 Analyse du phénotype KS des patients mutés PROK2 et PROKR2 
 
Nous avons comparé les phénotypes des patients KS porteurs de mutations PROK2 ou 
PROKR2  monoallélique (34 patients avec des mutations PROKR2 et 7 patients avec des 
mutations PROK2) ou biallélique (12 patients bialléliques porteurs de mutations PROKR2 et 
2 patients de mutations PROK2). Le phénotype reproductif clinique masculin est plus sévère 
dans le groupe biallélique avec une plus grande prévalence de cryptorchidie (70 vs 34%, 
p<0.05), de micropénis (90% vs 28%, p<0.01), et un plus petit volume testiculaire moyen 
(1.2±0.4ml vs 4.5±6.0ml, p<0.01). De façon parallèle, les valeurs biologiques des taux de 
testostérone plasmatique, de FSH de base et de LH après stimulation sont plus diminuées 
dans le groupe biallélique (0.2±0.1 vs 0.7±0.8 ng/ml, p=0.05 ; 0.3±0.1 vs 1.8±3.0 UI/l, 
p<0.05 ; 0.8±0.8 vs 5.2±5.5 UI/l, p<0.05). Cette comparaison n’a pu être faite que chez les 
hommes car les femmes du groupe biallélique n’étaient pas assez nombreuses pour 
permettre une comparaison. Cependant, les phénotypes reproductifs les plus sévères 
(aménorrhée primaire et absence de développement mammaire) sont présents chez les 4 
femmes du groupe biallélique porteuse de mutations PROKR2 (R164Q/T330fsX5, 
R85H/R85H, P290S/P290S). Ainsi, dans notre cohorte, les 10 hommes et les 4 femmes 
porteurs de mutation biallélique de PROK2 ou PROKR2 avaient, uniformément un 
phénotype reproductif sévère. En revanche, les phénotypes reproductifs des patients 
porteurs de mutation monoallélique étaient plus hétérogènes. De la même façon, une 
hétérogénéité de l’atteinte olfactive est observée dans le groupe monoallélique (Tableau 10 




Tableau 10 : Atteinte olfactive en fonction du génotype PROK2 et PROKR2. 
A gauche, les patients ayant des mutations monoalléliques de PROKR2, en haut à droite, 
des mutations monoalléliques de PROK2, en bas à droite des mutations bialléliques de 
PROKR2 ou PROK2. Abréviations : BO, bulbe olfactif ; I, interrogatoire ; O, olfactométrie ; A, 
aplasie des bulbes olfactifs; Hyp, hypoplasie ; ND, non disponible. 
 
L’altération de l’odorat (anosmie ou hyposmie) est présente chez tous les patients porteurs 
de mutation biallélique PROK2 et PROKR2 et apparemment absent chez 15% des patients 
porteurs de mutation monoallélique PROK2 et PROKR2. Il existe ainsi une hétérogénéité 




Dans le groupe monoallélique, une mutation qui atteint sévèrement la signalisation PROKR2 
(Monnier et al. 2009) au cours des analyses fonctionnelles ne semble pas renforcer la 
sévérité du phénotype gonadotrope et des signes associés. Ainsi, la comparaison des 7 
hommes porteurs de mutations sévères de PROKR2 à l’état hétérozygote, 1 R164Q/+, 2 
Q210R/+, 4 P290S/+ (groupe 2) et de l’ensemble des patients porteurs de mutations 
hétérozygotes de PROK2 ou PROKR2 (groupe 1) n’a pas mis en évidence de différence 
significative. Cliniquement, la proportion d’impubérisme, de cryptorchidie et de micropénis 
n’était pas différente entre les groupes (71% vs 84%, p=0.6 ; 43% vs 34%, p=0.7 ; 28% vs 
28%, p=1.0). Le volume testiculaire (2.6± 1.6 vs 4.5± 6.0, p=0.3), le taux de testostérone 
(1.0± 1.6 vs 0.7± 0.8, p=0.9), le taux de LH et FSH de base et sous stimulation (0.8± 1.3 vs 
0.7± 1.0, p=0.7 ; 2.8± 5.5 vs 1.8± 3.0, p=0.9 ; 2.7± 4.4 vs 5.2± 5.5, p=0.2 ; 2.1± 0.9 vs 3.6± 
2.7, p=0.2) n’étaient également pas différents (Figure 27).  
               
Figure 27: Comparaison du phénotype gonadotrope du groupe d’hommes porteurs de 
mutation monoallélique PROK2 ou PROKR2 (Groupe 1) et des hommes porteurs de 
mutation PROKR2 affectant sévèrement la signalisation Gq de PROKR2 (R164Q/+, 
Q210R/+, P290S/+) (Groupe 2).  
 
Ces 7 patients ne présentaient que peu de signes associés (1 dysmorphie faciale modérée 





        I.3 Transmission digénique ou oligogénique des mutations PROK2 et 
PROKR2 
 
Cinq de nos patients possèdent des mutations hétérozygotes dans 2 gènes KS ou 1 gène 
KS et un gène d’HH normosmique : PROKR2 et KAL1, PROKR2 et FGFR1, PROKR2 et 
KISS1R, PROKR2 et GNRH1R détaillées dans le tableau 11.  
 
        
 
Tableau 11: Génotype et phénotype des 5 patients ayant une transmission digénique 
NT : non testés. 
 
Quelque soit la mutation associée, le phénotype de nos patients est un KS confirmé par des 
anomalies des structures olfactives dans les 2 cas de mutation PROKR2 associée à des 
mutations de gènes normosmiques.  
Les 5 patients digéniques ont une proportion moins importante d’impubérisme, de 
cryptorchidie et de micropénis que les patients porteurs de mutations bialléliques (100% vs 
40%, p=0.09 ; 70% vs 40%, p=0.3 ; 90% vs 40%, p=0.08). Leurs volumes testiculaires (17.0± 
9.8 vs 1.2± 0.4, p=0.007), leurs taux de testostérone (1.3± 0.7 vs 0.2±0.1, p<0.001), leurs 
taux de LH et de FSH de base (1.4± 1.2 vs 0.3±0.4, p=0.1 ; 4.4± 2.8 vs 0.3± 0.1, p<0.01) 
sont plus élevés que ceux des patients du groupe biallélique. Le phénotype gonadotrope des 
5 patients digéniques est moins sévère que celui des patients porteurs de mutations 
monoalléliques ou bialléliques de PROK2 ou PROKR2. 
Chez 1 seul de nos 5 patients digéniques, le KS était familial permettant l’étude de la 
ségrégation du génotype digénique avec le phénotype (Figure 28). Il s’agissait du patient qui 




                                   
Figure 28: Arbre généalogique d’une famille KS associant mutation PROKR2 et KAL1  
La moitié droite des symboles reflète l’olfaction (gris: hyposmie, noir: anosmie), la moitié 
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II Etude rythme et sommeil chez les patients KS porteurs 
de mutations PROK2 ou PROKR2. 
 
La voie de signalisation PROKR2 via PROK2 est impliquée dans le contrôle des rythmes 
circadiens (cf. Introduction chapitre III.2.3). Il nous paraissait donc intéressant d’évaluer les 
rythmes circadiens de nos patients mutés PROK2 ou PROKR2. Le rythme circadien le plus 
accessible chez l’homme est celui du cortisol dont on connait les normes et dont le dosage 
est accessible en pratique quotidienne. Ainsi, notre première approche du rythme circadien 
de patients mutés fut celle d’une mesure du cycle du cortisol chez 5 patients mutés PROK2 
ou PROKR2 via une mesure du cortisol toutes les 4 heures au cours d’un cycle de 24 
heures. On avait pu observer la persistance d’un rythme circadien de sécrétion de cortisol 
chez ces patients (cf. Résultats Chapitre 1, I. et Article I). 
Chez l’homme le rythme circadien de la température centrale (difficilement accessible) 
influence la rapidité d’endormissement et la durée des épisodes de sommeil. Quatre patients 
de notre cohorte (cf. Article I) se plaignaient de troubles du sommeil (PROKR2 R85H/+, 
R85H/+, P290S/+ et PROK2 R73C/+). Nous avons donc voulu évaluer de façon plus précise 
le sommeil de nos patients en collaboration avec le Dr Isabelle Arnulf, responsable de l’unité 
des pathologies du sommeil à l’Hôpital Pitié-Salpétrière. Nous avons également évalué leur 
rythme d’activité circadienne. Nous avons comparé des patients KS porteurs de mutations 
PROK2 ou PROKR2 à des patients KS non mutés (cf. Patients et Méthodes, chapitre I.1). 
 
        II.1 Résultats 
 
Les résultats sont présentés sous la forme de 2 tableaux, pour les résultats du questionnaire 
de rythme Horne et Ostberg (Tableau 12) d’une part et pour les résultats du questionnaire de 









Tableau 12: Comparaison des résultats au questionnaire de rythme de Horne et 
Ostberg des groupes KS mutés PROK2 ou PROKR2, témoins et KS non mutés. p, 
utilisation des tests de Fisher pour les variables qualitatives et Wilcoxon pour les variables 
quantitatives. La première valeur compare le groupe KS mutés au groupe témoin et la 2ème 
valeur compare le groupe KS mutés au groupe KS non mutés.* correspond à une différence 
significative entre les 2 groupes. 
        
Tableau 13 : Comparaison des résultats au questionnaire de sommeil de Pittsburgh 
des groupes KS mutés PROK2 ou PROKR2, témoins et KS non mutés. p, utilisation des 
tests de Fisher pour les variables qualitatives et Wilcoxon pour les variables quantitatives. La 
première valeur compare le groupe KS mutés au groupe témoin et la 2ème valeur compare le 
groupe KS mutés au groupe KS non mutés. 
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En ce qui concerne l’évaluation du rythme circadien, les résultats recueillis grâce au 
questionnaire de Horne et Ostberg mettent en évidence une augmentation significative de la 
proportion de patients ayant un chronotype du soir  chez les patients KS mutés PROK2 ou 
PROKR2 en comparaison du groupe témoin (30.8% vs 5.9%) et des patients KS non mutés 
(30.8% vs 4.3%). Cette comparaison est d’autant plus significative que le groupe de patients 
KS mutés PROK2 ou PROKR2 et ces 2 groupes témoins n’ont pas de différence significative 
d’âge. En revanche, l’évaluation du sommeil ne met en évidence des différences 
significatives qu’entre le groupe de patients KS mutés PROK2 ou PROKR2 et le groupe 
témoin. En effet, la qualité subjective du sommeil est significativement vécue comme plus 
mauvaise dans le groupe de patients KS mutés PROK2 ou PROKR2 et la latence de 
sommeil de ce groupe est plus longue que dans le groupe témoin. Mais, ce groupe de 
témoins, qui est différent du groupe témoin utilisé pour l’évaluation du rythme, est 
significativement plus âgé que le groupe de patients KS mutés PROK2 ou PROKR2. La 
comparaison entre le groupe KS mutés PROK2 ou PROKR2 et le groupe KS non mutés 
PROK2 ou PROKR2 ne met pas en évidence de différence, ces 2 groupes ont des âges qui 
sont, cette fois-ci, non significativement différents. Ainsi, il semblerait que les différences 
constatées entre le groupe de patients KS mutés PROK2 ou PROKR2 et le groupe témoin 
soient des différences liées à l’âge significativement plus élevé des témoins. Nous sommes 
actuellement en cours de constitution d’un groupe témoin pour l’évaluation du sommeil dont 
l’âge n’est pas différent du groupe KS. 
En conclusion, de même que chez la souris Prokr2-/- (cf. Introduction chapitre III.2.3), il 
semble apparaitre chez nos patients mutés PROK2 ou PROKR2 une redistribution 
temporelle de l’activité avec une période active de la journée qui, lorsqu’elle est choisie 
volontairement, est plus tardive. La qualité du sommeil ne semble pas, à ce niveau 
d’exploration, touché par le défaut de signalisation PROK2 via PROKR2. Ces résultats 
préliminaires ont motivé la mise en place d’un protocole dans le service du Dr Arnulf où il est 
proposé à nos patients mutés PROK2 ou PROKR2 une exploration plus précise de leur 




III Etude de la prévalence des mutations PROKR2 au sein 
des patients KS originaires du Maghreb. 
 
Cette troisième partie porte sur l’étude de la prévalence des mutations PROK2 ou PROKR2 
dans 2 populations différentes, une population de patients dits caucasiens (majoritairement 
européens) et une population de patients originaires du Maghreb. Au cours de la recherche 
de mutations de PROK2 ou PROKR2 dans notre cohorte de patients ayant un KS, nous 
avons noté, de façon inattendue, une forte prévalence de mutations PROKR2 au sein d’un 
sous groupe de patients en provenance du Maghreb.  
 
        III.1 Résultats  
 
Nous avons étudié une série de 95 patients Kallmann originaires du Maghreb (Maroc, 
Algérie et Tunisie) et nous avons comparé ces résultats à ceux obtenus au sein de notre 
série de 697 patients KS caucasiens. Nous avons trouvé des mutations de PROKR2 chez 
25/95 patients de la série Maghreb soit 26.3% alors que la prévalence était de 4.3% (30/697) 
dans la population caucasienne (p<0.001 au Fisher exact test). A l’inverse, la prévalence des 
mutations dans les autres gènes KS dont PROK2 n’était pas différente. De plus, les 
mutations de PROKR2 étaient différentes dans les 2 groupes. Dans la série caucasienne, la 
mutation principale est p.L173R qui est présente dans 37.8% des allèles mutés alors que 
dans la série du Maghreb, 3 mutations sont majoritairement représentées, p.P290S, 
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IV Discussion  
 
        IV.1 Caractérisation d’un phénotype clinique des patients porteurs de 
mutations PROK2 ou PROKR2 
 
Le premier objectif de notre étude était de rechercher des signes cliniques associés 
spécifiques de la forme génétique de KS liée aux mutations de PROK2 ou PROKR2. En 
effet, la recherche clinique chez des patients porteurs de mutations dans les 2 premiers 
gènes KS, KAL1 et FGFR1 avait permis d’identifier des signes associés spécifiques ou de 
fréquence spécifique de ces formes génétiques (cf. Introduction chapitre III.3). L’agénésie 
rénale, qui est présente chez 30% des patients avec mutations identifiées de KAL1 (Hardelin 
et al. 1993; Kirk et al. 1994), n’a jamais été observée chez les patients mutés FGFR1, au 
contraire, les fentes labio-palatines, ne sont elles, retrouvées que chez des patients mutés 
FGFR1. D’autres signes, l’agénésie dentaire, la surdité, les syncinésies controlatérales 
d’imitation sont, bien que de fréquence variable, partagés par ces 2 formes génétiques de la 
maladie. La connaissance de ces anomalies cliniques est utile pour la prise en charge 
globale et anticipée de nos patients. Ces signes précédemment associés à KS ne sont que 
très rarement observés chez les patients mutés PROK2 ou PROKR2. En effet, seul 1 patient 
souffre de surdité (PROK2 H104Y/+), 1 patient d’hypodontie (PROKR2 R85C/+) et 1 patient 
de syncinésie bimanuelle (PROKR2 R85H/+) et aucune fente labio-palatine ou agénésie 
rénale n’a été observée. La mutation du patient avec surdité n’a pas été de nouveau 
identifiée dans cette série de patients mais, en revanche, les mutations R85C/+ et R85H/+ 
ont, elles, été identifiées chez 5 et 4 autres patients respectivement dont 1 à l’état 
homozygote dans chaque groupe (Tableau 8 et Tableau 9). Une hypodontie et une 
syncinésie bimanuelle n’ont pas été observées chez ces autres patients. Il ne semble pas 
que ces mutations soient spécifiquement liées à ce signe clinique Ces résultats sont 
cohérents avec les données de la littérature où aucune agénésie rénale ou fente labio-
palatine n’a été observée chez des patients mutés PROK2 ou PROKR2, où seuls 2 cas de 
surdité ont été identifiés (1 patient muté PROKR2 W178S/+ et 1 patient associant une 
mutation PROK2 A24P et une mutation PROKR2 V115M) et 3 cas de syncinésie (PROK2 
I50M/+, PROKR2 L173R/+ et V331M/+) (Cole et al. 2008). La surdité est la maladie 
génétique la plus fréquente dans nos populations, il peut s’agir d’une association fortuite non 
liée à KS. 
Au cours de la première étude mettant en évidence la responsabilité de mutations PROK2 
ou PROKR2 dans KS,  1 patiente porteuse d’une mutation faux sens dans PROK2 à l’état 
hétérozygote (R73C/+) souffrait d’une obésité morbide (Dode et al. 2006). La présence d’une 
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obésité avait été également observée chez 50% des patients porteurs de mutations de 
PROKR2 à l’état hétérozygote (L173R/+, L173R/+ et R268C/+) dans une étude ultérieure, 
mais, cette série ne comprenait que 6 patients porteurs de mutation PROKR2 (Abreu et al. 
2008). Dans notre plus grande série de patients, la moyenne des IMC des patients mutés 
PROK2 ou PROKR2 n’était pas significativement différente de celle de patients KS sans 
mutation identifiée de PROK2 ou PROKR2 appariés par l’âge et cela pour le groupe de 
patients porteurs de mutation PROK2 ou PROKR2 monoallélique et biallélique. Ainsi, la 
présence de mutation PROK2 ou PROKR2 chez nos patients KS ne semblait pas liée à une 
obésité. Cependant, il est impossible d’exclure chez les KS témoins et chez les KS mutés 
PROK2 ou PROKR2 à l’état hétérozygote, la présence d’un défaut non encore identifié de la 
voie de signalisation PROKR2. De plus, les 3 mutations PROK2 (R73C/+) ou PROKR2 
(L173R/+ et R268C/+) précédemment identifiées chez les patients obèses n’étaient pas, 
chez nos patients, spécifiquement associées à une obésité. Dans notre cohorte, 2 autres 
patients avaient des mutations R73C de PROK2, 1 à l’état homozygote, 1 hétérozygote et 
aucun des 2 n’était obèse. Dix-sept patients avaient une mutation PROKR2 L173R (12 
hétérozygotes dont 2 avec une mutation KAL1, 3 hétérozygotes composites avec une 
mutation PROKR2 Q210R et 2 homozygotes), 1 seul d’entre eux (L173R/+) était obèse. 
Deux patients avaient une mutation PROKR2 R268C (2 hétérozygotes dont 1 en association 
avec une mutation KISS1R) et aucun d’entre eux n’était obèse. Le lien entre obésité et 
mutations PROK2 ou PROKR2 n’est donc pas établi à ce jour sans qu’il soit possible de 
déterminer s’il s’agissait initialement d’une association fortuite orientée par le phénotype 
murin ou si elle était liée à l’atteinte, chez les patients obèses, de mutation dans un autre 
gène commun. 
La patiente obèse (PROK2 R73C/+) souffre de troubles du sommeil sévères associés à une 
inversion du cycle nycthéméral (Dode et al. 2006). Une autre étude signale des troubles du 
sommeil chez un patient PROK2 A24P, PROKR2 V115M/+ (Cole et al. 2008). Dans notre 
série, seuls 3 nouveaux patients ont des anomalies du sommeil (PROKR2 : 2 R85H/+, 1 
P290S/+). Des patients avec des génotypes identiques n’ont pas de trouble du sommeil, ces 
anomalies ne semblent donc pas associées à une mutation précise. La discordance initiale 
entre le phénotype murin et l’homme nous a décidés à explorer de façon plus précise rythme 
et sommeil chez nos patients atteints (cf. Résultats et discussion, chapitre 1, II). 
Enfin, l’étude décrit la présence de signes cliniques uniquement chez les patients porteurs 
de mutation hétérozygote de PROK2 ou PROKR2 (ou jamais chez les patients porteurs de 
mutation homozygote de PROK2 ou PROKR2) ce qui n’est pas, en l’état actuel de nos 





        IV.2 Complexité des modes de transmission génétique de KS et notion de 
digénisme 
 
L’HH syndromique et non syndromique a longtemps été considéré comme une maladie 
monogénique dont les modes de transmission sont récessif lié au chromosome X, 
autosomique dominant ou récessif. Cependant, il existe une hétérogénéité phénotypique 
principalement dans les transmissions autosomiques dominantes d’une même famille, 
illustrée Figure 21 (également chapitre Introduction III.4.1).  
 
        
                                 
Figure 21: Exemples de variabilité phénotypique de 2 familles KS porteuses d’une 
mutation R622X de FGFR1. 
Les symboles pleins sont des patients KS, la moitié droite des symboles reflète l’olfaction 
(gris: hyposmie, noir: anosmie), la moitié gauche l’atteinte gonadotrope (gris: retard 
pubertaire, noir: HH). D’après (Dode et al. 2003; Pitteloud et al. 2005). 
 
Récemment, plusieurs maladies décrites initialement comme monogéniques, la rétinite 
pigmentaire (Kajiwara et al. 1994), le syndrome de Bardet Biedl (Katsanis 2004) ou la surdité 
récessive non syndromique ont été décrites comme pouvant être dans de rares cas 
oligogénique soit impliquant plusieurs loci dans la causalité de la maladie (pour revue 
(Badano and Katsanis 2002). L’expressivité variable de ces mutations peut s’expliquer par la 
présence de « variations de séquence » dans des gènes modificateurs de l’expression du 
gène causal. Cette notion peut s’appliquer à des familles dans lesquelles les patients ont des 
phénotypes plus ou moins graves selon qu’il y a association ou non avec une mutation d’un 
ou des gènes (s) modificateur(s). Ce n’est à l’heure actuelle qu’une hypothèse, aucune 
démonstration n’a été rapportée. L’expressivité variable peut aussi se révéler par la 
présence de signes cliniques associés présents ou non parmi les malades KS d’une même 
famille. Des mutations de RAD51 et DCC (le récepteur à la nétrine) ont très récemment  été 
trouvées chez des personnes souffrant de syncinésies controlatérales d’imitation n’ayant pas 
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de phénotype KS (Depienne et al. 2012; Srour et al. 2010). Il serait intéressant de rechercher 
des mutations dans ces gènes chez nos malades KS qui permettraient d’expliquer ces 
phénotypes associés. 
L’hypothèse du mode de transmission digénique des mutations PROK2 et PROKR2 est 
exposée dans le chapitre Introduction III.3. En 2006, il a été démontré la première 
transmission digénique dans le KS chez un patient associant une mutation faux sens de 
KAL1 S396L et une mutation faux sens de PROKR2 L173R/+ (Dode et al. 2006). Il n’a 
cependant pas été possible d’étudier les parents afin de savoir si chacun deux avait transmis 
l’une des deux mutations du malade. Bien que ne possédant pas de test fonctionnel pour 
tester l’effet de la mutation KAL1, l’utilisation du logiciel de prédiction structural Polyphen 
indique que la variation de séquence S396L a un effet probablement délètère (score 0.6).  
Nous avons trouvé 5 cas de digénisme dans notre étude associant des mutations entre 
PROKR2 monoallélique avec KAL1 (2 cas), FGFR1 (1 cas), GNRHR (1 cas) et KISS1R (1 
cas) (Tableau 11). Les cas de digénisme prouvé sont rares car nous n’avons identifié une 
2ème mutation de gène responsable de KS ou d’HH normosmique que chez 5 patients parmi 
41 patients porteurs d’une mutation monollélique de PROK2 ou PROKR2 (Tableau 11). La 
recherche de digénisme au sein de différentes cohortes de patients HH (normosmiques et 
KS) observe une proportion variable (de 2.5 à 13%) mais toujours très minoritaire (Quaynor 
et al. 2011; Shaw et al. 2011; Sykiotis et al. 2010). Mais, aucun gène n’est retrouvé muté 
chez environ 60% des patients HH ce qui suggère que le nombre de gènes impliqués est 
beaucoup plus important que ce que l’on a identifié à l’heure actuelle. L’arrivée des nouvelles 
technologies de séquencage permet d’élargir le champ de la recherche de mutations à de 
nombreux gènes candidats impliqués dans un phénotype KS murin, dans les voies de 
signalisation des gènes connus ou dans des pathologies hypophysaires pouvant toucher 
l’axe gonadotrope. 
L’hétérogénéïté des phénotypes gonadotropes et olfactifs des patients porteurs de mutations 
monoalléliques PROK2 ou PROKR2  suggère également la multiplicité des gènes impliqués. 
Dans le cadre d’une transmission digénique ou oligogénique, le 2ème gène muté peut être 
différent chez ces malades et associé à des phénotypes hétérogènes.  
Le caractère partiellement identifié du génotype de nos patients parait en partie responsable 
de l’absence d’impact phénotypique observé chez les patients porteurs de mutations sévères 
de PROKR2 monoallélique. La présence de mutations dans différents autres gènes KS non 







Dans cette étude un seul cas est familial (PROKR2 L173R/+, KAL1 R423X) (Figure 28).  
 
                                   
Figure 28: Arbre généalogique du patient porteur des mutations PROKR2 L173R/+ et 
KAL1 R423X. La moitié droite des symboles reflète l’olfaction (gris: hyposmie, noir: 
anosmie), la moitié gauche l’atteinte gonadotrope (gris: retard pubertaire, noir: HH).   
 
Les deux frères ont un phénotype KS de sévérité comparable certainement du à la présence 
de la mutation R423X KAL1. Les mères transmettrices de mutation KAL1 n’ont jamais de 
signe clinique KS. Dans cette famille la mère a un retard pubertaire qui peut probablement 
s’expliquer par l’association des deux mutations. Par contre l’addition des deux mutations 
chez l’un des deux fils ne semble pas aggraver le phénotype. 
 
Ainsi, la ségrégation des mutations digéniques identifiées ne permet de mieux comprendre la 
variabilité phénotypique au sein des différents membres d’une famille que dans certains cas 
ce qui est illustré par différents exemples dans la littérature. Dans un exemple d’une autre 
famille HH avec un mode de transmission digénique et triallélique, seules les 2 sœurs ayant 
les 3 mutations (GnRHR R262Q/Q106R et FGFR1 R470L/+) ont un HH (Figure 29, patiente 
II.1 et II.3). Ces 3 mutations ont un effet délétère démontré in vitro (Bedecarrats et al. 2003; 
de Roux et al. 1997; Pitteloud et al. 2007a). 
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Figure 29: Arbre généalogique d’une famille HH normosmique chez laquelle 
s’associent des mutations de FGFR1 et GnRHR. 
La moitié droite des symboles reflète l’olfaction (gris: hyposmie, noir: anosmie), la moitié 
gauche l’atteinte gonadotrope (gris: retard pubertaire, noir: HH). D’après (Pitteloud et al. 
2007a). 
 
La présence de 2 de ces mutations était associée à un retard pubertaire (I.1 : GnRHR 
R262Q/+ et FGFR1 R470L/+)  et un phénotype normal était observé en présence d’une 
seule de ces mutations (III.1 : FGFR1 R470L/+, III.2 : GnRHR Q106R/+ ou III.3 : R262Q/+). 
La sévérité du phénotype en fonction du nombre de mutations dans cette famille suggère un 
effet synergique de ces différentes mutations. Cependant, seule la patiente III.1 est pubère, 
le phénotype des frères III.2 et III.3 n’est dit normal que sur l’absence de micropénis et de 
cryptorchidie (présents chez 30 à 70% des patients selon les séries, cf. Tableau 1). 
L’exploration olfactive est également limitée puisqu’aucune IRM des BO n’a été réalisée. La 
compréhension des modes de transmission des gènes KS nécessite un phénotype précis 
des patients rarement présent dans la littérature. Au sein d’autres familles, il arrive que l’on 
n’identifie actuellement aucune ségrégation entre l’oligogénisme au sein des gènes connus 
responsables d’HH et le phénotype des patients. 
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Figure 30: Arbre généalogique d’une famille HH normosmique chez laquelle 
s’associent des mutations de FGFR1, PROKR2 et GnRH1. La moitié droite des symboles 
reflète l’olfaction (gris: hyposmie, noir: anosmie), la moitié gauche l’atteinte gonadotrope 
(gris: retard pubertaire, noir: HH). D’après (Chan et al. 2009). 
 
Avant l’identification de mutations GnRH1 dans l’HH, il apparaissait que l’individu II.1 porteur 
d’une mutation FGFR1 I239T/+ et d’une mutation PROKR2 S202G/+ (Figure 30) avait le 
même phénotype que l’individu III.2 et III.3 porteurs respectivement de la mutation FGFR1 
uniquement ou d’aucune des 2 mutations (Figure 30). La présence d’un variant au sein d’un 
3ème gène plus récemment découvert, GnRH1 R31C/+ n’a pas permis une meilleure 
compréhension du phénotype des malades car l’individu III.5 de la même famille est sain et 
en est également porteur (Chan et al. 2009). De la même façon que pour la famille 
précédente, aucune exploration olfactive n’est disponible pour cette famille. 
A l’inverse dans une autre famille, l’identification d’une mutation additionnelle L173R 
PROKR2 dans une famille où une mutation C55fsX45 FGFR1 avait été précédemment 
identifiée permettait de comprendre la variabilité phénotypique : Le père (C55fsX45 FGFR1) 
avait une anosmie, une fente labio-palatine et une hypodontie alors que ces filles (C55fsX45 
FGFR1  et L173R PROKR2) avaient un déficit en GnRH (Shaw et al. 2011).  
L’analyse de ces arbres généalogiques permet d’entrevoir la complexité génétique régissant 
la transmission du déficit en GnRH où de multiples gènes connus interagissent entre eux, 
avec des gènes non encore identifiés et avec des facteurs environnementaux. Deux 
observations semblent être le reflet de la présence de facteurs environnementaux dans la 
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pathogénèse du déficit en GnRH : le début à l’âge adulte de certains HH isolé après une 
puberté normale et la possibilité dans environ 10% des cas d’une réversibilité du phénotype 
d’HH après la mise en route d’un traitement et la normalisation pharmacologique des 
niveaux de stéroides sexuels (Nachtigall et al. 1997; Quinton et al. 1999; Raivio et al. 2007).  
 
Les 5 patients digéniques présentent un KS qu’ils associent leur mutation de PROKR2 à une 
mutation d’un gène KAL ou d’un gène d’HH normosmique. Dans ces conditions la présence 
d’un seul allèle muté de gène KS semble suffire pour déterminer le phénotype KS. Plusieurs 




Tableau 14: Génotype et phénotype des patients HH porteurs de mutation de 2 gènes 
HH. 
nHH : HH normosmique, ND : non disponible, Ap : aplasie des bulbes olfactifs, Hyp : 
hypoplasie des bulbes olfactifs, NL : normal. D’après (Chan et al. 2009; Cole et al. 2008; 
Dode et al. 2006; Falardeau et al. 2008; Pitteloud et al. 2007a; Quaynor et al. 2011; Raivio et 
al. 2009; Sykiotis et al. 2010). 
 
Certaines associations de gènes mutés sont récurrentes, 3 patients associent mutation de 
FGF8 et mutation de FGFR1, 3 patients PROKR2 et FGFR1, 3 patients FGFR1 et GnRHR. 
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Les 2 premières associations peuvent être responsables d’un phénotype KS ou d’un 
phénotype d’HH normosmique. A ce jour, la présence d’une mutation de FGFR1 et d’une 
mutation de GnRHR est toujours associée à un phénotype d’HH normosmique. Il est à noter 
qu’un seul patient HH normosmique a eu une IRM des structures olfactives confirmant le 
diagnostic, le plus souvent, le diagnostic de normosmie n’est qu’un diagnostic 
d’interrogatoire et en l’absence d’une IRM des BO, on ne peut pas éliminer une atteinte 
olfactive. Les tests fonctionnels ne sont pas fournis pour toutes ces mutations ce qui rend 
difficile l’interprétation d’une corrélation génotype/phénotype. 
 
L’association d’un nombre grandissant de cas nous conforte dans l’idée émise au départ de 
la possibilité que ce mode de transmission qui permettrait d’expliquer le grand nombre de 
cas sporadique KS par rapport aux formes familiales.  
Cependant les associations citées restent mineures par rapport à la proportion très 
importante de malade ayant des mutations monoallélique PROKR2 ou PROK2 pour lesquels 
aucune autre mutation n’a été trouvée. Il est possible qu’ils aient une mutation dans un ou 
des gènes qu’il reste encore à découvrir 
 
 
        IV.3 Conséquences pour le conseil génétique  
 
KS est une maladie génétique qui, avec les progrès thérapeutiques est à risque d’être 
transmise à la descendance. Il parait légitime que nos patients KS se posent la question du 
risque de transmission de leur maladie à leur descendance, question à laquelle un conseil 
génétique tenterait de répondre. En ce qui concerne la forme génétique du KS liée aux 
mutations PROK2 ou PROKR2, on peut proposer de la diviser en 2 sous groupes, les formes 
autosomiques récessives et les formes à transmission digénique, mais ces 2 sous groupes 
restent confrontés au flou laissé par l’impact de mutations de gène non encore identifié. Un 
patient atteint d’une forme récessive transmettra un seul de ces 2 allèles atteints, il semble 
alors peu probable que sa descendance soit atteinte mais il n’est pas possible d’éliminer la 
présence d’une mutation non symptomatique chez le conjoint qui aurait un effet synergique 
ou additionnel avec la mutation identifiée de PROK2 ou PROKR2. S’il s’agit d’un couple qui 
a déjà eu 1 enfant porteur de 2 mutations de PROK2 ou PROKR2, on peut penser qu’il a 1 
risque sur 4 d’avoir un  enfant atteint de nouveau et il semble raisonnable de les rassurer 
quant à l’absence, à ce jour, de signes cliniques associés entravant le pronostic vital ou 
fonctionnel. Dans les formes digéniques, les 2 mutations sont sur des gènes indépendants et 
peuvent être transmises tant de façon concomitante ou non.  La descendance d’un patient 
ayant une forme digénique aura 1 risque sur 4 d’hériter des 2 mutations et il s’y ajoute, la 
 134 
 
possibilité de n’hériter que d’une mutation du parent atteint (1/2) et d’une mutation non 
symptomatique ayant un effet synergique ou additionnel du parent sain.  
On ne peut donc pas, à l’heure actuelle, prédire un risque de transmission de la maladie, tant 
rentre en compte des facteurs non identifiés. Il semble important de sensibiliser la famille sur 
la possibilité de réaliser un diagnostic d’HH néonatal hormonal par un dosage de 
testostérone/estradiol et gonadotrophines au cours de la période appelée « mini puberté » 
(de 2 semaines de vie à 6 mois environ) pouvant aboutir à un traitement néonatal, qui est en 
cours d’évaluation chez le garçon en présence d’un micropénis (Bouvattier et al. 2011), ou 
tout au moins permettant d’éviter à la puberté le retard au diagnostic et à la prise en charge 
qui pourrait retentir sur le bien être psychologique de l’adolescent.  
 
        IV.4 Etude rythme et sommeil des patients mutés PROK2 ou PROKR2 
 
Comme nous l’avons vu lors de l’étude des signes associés des patients KS avec des 
mutations PROK2 ou PROKR2, des troubles du sommeil étaient signalés dés la première 
étude chez une patiente porteuse d’une mutation PROK2 R73C/+ (Dode et al. 2006) puis 
chez 1 autre patient muté PROK2 A24P et PROKR2 V115M (Cole et al. 2008). Chez nos 55 
patients, 3 nouveaux patients ont des troubles du sommeil (2 R85H/+ et 1 P290S/+). La 
présence de ces mêmes mutations chez d’autres patients à l’état hétérozygote et 
homozygote n’avait pas permis de corréler ces génotypes à des troubles du sommeil mettant 
en doute la responsabilité du génotype dans ces troubles du sommeil. Mais est ce que les 
autres patients ont-ils des symptômes moins importants passés inaperçus en l’absence d’un 
questionnaire dirigé à cet effet ? C’est pour tenter de répondre à cette question que nous 
avons proposé une évaluation plus précise et plus systématique concernant le rythme 
circadien et le sommeil à nos patients à l’aide de 2 questionnaires de référence. Pour 
l’analyse de ces résultats, il était nécessaire de comparer les résultats de nos patients KS 
mutés PROK2 ou PROKR2 à d’autres patients ayant un KS non mutés PROK2 ou PROKR2 
car il n’a jamais été démontré que le KS en soi n’intervient pas dans le rythme et sommeil. 
Mais, ce sont des témoins chez lesquels il est possible que la voie de signalisation PROKR2 
soit atteinte par soit des mutations touchant ces gènes non détectables par les techniques 
actuelles de génétique moléculaire (dans une région intronique ou une séquence promotrice) 
soit des mutations dans des gènes de la voie de signalisation non identifiés actuellement. 
C’est pourquoi nous avons aussi comparé nos résultats à ceux de témoins non KS 
considérant qu’il était moins probable qu’ils aient, eux aussi, un défaut dans cette voie de 
signalisation. Il se dégage la présence significativement plus fréquente d’un chronotype du 
soir chez nos patients mutés en comparaison du groupe KS non muté et du groupe témoin. 
Cette différence est d’autant plus significative qu’elle évolue dans le même sens que la 
 135 
 
redistribution temporelle de l’activité de la souris invalidée Prokr2-/- qui, comme nos patients, 
décale son activité plus tardivement au cours de sa phase active (Prosser et al. 2007). Ces 
premières différences se dégagent alors que le nombre de patients est peu important et que 
les questionnaires sont une méthode efficace mais ne sont pas la méthode la plus sensible 
pour détecter les anomalies du rythme. En effet, il s’agit de questionnaires sur notre rythme 
quotidien habituel qui peuvent être le reflet du rythme imposé par les contraintes 
quotidiennes sociétales et moins laisser transparaitre le rythme endogène, propre de chaque 
individu. Cela laisse entendre qu’une recherche plus approfondie pourrait mettre à jour des 
anomalies plus fréquentes chez ces patients.  
Ces premiers résultats suggèrent l’absence de retentissement majeur de la voie PROKR2 
sur le rythme circadien endogène car 1 seul de nos 55 patients initialement et aucun de nos 
13 patients ayant remplis les questionnaires s’est plaint d’une atteinte dans sa vie sociale. 
Mais, nos patients sont dans la majorité des cas porteurs de mutations non nulles et 
hétérozygotes de PROK2 ou PROKR2. Si le 2ème gène potentiel atteint responsable du KS 
ne touche pas la voie de signalisation des prokinéticines, l’atteinte d’un seul allèle pourrait 
expliquer l’absence de symptômes circadiens majeurs. A l’inverse, chez les patients ayant 
des troubles rapportés, peut être existe il une atteinte d’un autre gène touchant la voie de 




        IV.5 Etude de la prévalence des mutations PROKR2 au sein des patients 
KS originaires du Maghreb. 
 
Dans la population du Maghreb, seules les mutations de PROKR2 ont une augmentation de 
prévalence. Nous nous sommes interrogés sur la ou les causes pouvant expliquer la 
prévalence très significativement augmentée de mutations PROKR2 dans la population de 
patients Kallmann Maghrébins.  
La première cause aurait pu être la fréquence élevée (estimée à 30%) de mariage 
consanguin dans ces populations (Chaabouni-Bouhamed 2008). Dans notre série de 
patients originaires du Maghreb, la proportion exacte de patients nés de mariage consanguin 
n’était pas connue mais le rapport des patients porteurs de mutations à l’état homozygote 
sur la totalité de patients porteurs de mutations dans PROKR2 peut donner une estimation 
(6/25 soit 24%). Cependant, la proportion de patients Maghrébins porteurs de mutations à 
l’état hétérozygote était encore significativement plus élevée que celle des patients 
caucasiens (18.9% vs 3.3%) donc les mariages consanguins ne sont pas la cause de 
l’augmentation de prévalence de mutation de PROKR2 chez les patients KS originaires du 
Maghreb.  
En génétique des populations, différents processus aléatoires responsables d’une partie de 
l’évolution des espèces peuvent être responsables d’une diminution de la diversité génétique 
ici par le biais d’une augmentation de fréquence d’une mutation au sein d’un groupe : l’effet 
fondateur et le phénomène de « goulot d’étranglement ». Dans les 2 cas, il existe une 
réduction de la taille de la population ancestrale soit lorsqu’un petit nombre d’individus se 
sépare d’une population plus vaste (exemple de la colonisation d’un petit groupe où les 
populations pionnières ne sont pas le reflet exact de la population de départ) soit par la 
disparition d’une grande partie de la population initiale suite à, par exemple, des 
phénomènes épidémiques, une crise climatique ou à une catastrophe. La présence de 3 
différentes mutations de PROKR2 au sein de notre groupe de patients Kallmann originaires 
du Maghreb rend peu probable l’implication de ces 2 processus classiques de dérive 
génétique. Ainsi, nous suggérons que cette augmentation de prévalence des mutations de 
PROKR2 au sein du groupe de patients Kallmann originaire du Maghreb puisse être 
secondaire à un effet de pression de sélection positive de ces mutations spécifiques à cette 
population. De façon associée, nous avons étudié la prévalence de mutations de PROKR2 à 
l’état hétérozygote dans une population témoin originaire du Maghreb. En corollaire de 
l’hypothèse de pression de sélection positive, nous aurions dû trouver une augmentation 
significative de porteur sain de mutation hétérozygote de PROKR2 dans la population 
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générale originaire du Maghreb en comparaison de cette même prévalence au sein de la 
population témoin caucasienne. Nous avons trouvé une augmentation de la prévalence de 
mutations de PROKR2 à l’état hétérozygote chez les témoins maghrébins par rapport aux 
témoins caucasiens (3.7% vs 1.6% respectivement) mais de façon non significative, 
probablement du fait de l’insuffisance de taille de notre population témoin. PROKR2 est un 
des 2 récepteurs des Prokinéticines 1 et 2, impliquées dans des réactions anti-
inflammatoires. L’un des mécanismes de sélection positive possible est lié à la mise en route 
du travail de la grossesse. Le début du travail est associé à des cascades inflammatoires au 
sein de l’unité utéro-placentaire. Il peut être activé prématurément par des causes 
endogènes peu connues régulées par l’horloge interne et fœtale ou être déclenché par une 
cause exogène, princiaplement les agents infectieux  (Catalano et al. 2010; Muglia and Katz 
2010). Les prokinéticines et leurs récepteurs sont exprimés au sein de l’unité utéro-
placentaire au 3ème trimestre de la grossesse (Denison et al. 2008; Gorowiec et al.). Cette 
expression, leurs implications dans la réponse immunitaire, leurs activations potentielles par 
des agents infectieux les rend candidates à une contribution de l’activation prématurée du 
travail (Catalano et al. 2010; Gorowiec et al. 2011). Une perte de fonction de PROKR2 
pourrait ainsi avoir un effet bénéfique pour éviter la mise en route d’un travail spontané et un 
accouchement prématuré secondaire à une infection pendant la grossesse. La fréquence 
élevée de ces mutations des patients du Maghreb où des maladies inflammatoires 
spécifiques de cette population sévissent nous suggèrent un lien possible entre ces 2 
constatations.  
Il ne s’agit que d’hypothèses mais dans quasiment la totalité des exemples où une mutation 
d’un gène pourrait conférer un avantage sélectif, des preuves de l’avantage ne sont pas 
trouvées. Un exemple connu est celui des mutations hétérozygotes de la béta globine 
(responsables d’une drépanocytose à l’état homozygote) et l’acquisition d’une résistance au 
paludisme  (Allison 1954). Pour les autres exemples d’hypothèses de pression de sélection, 
on ne possède pas de preuves de l’avantage et des explications alternatives existent.  Ainsi, 
la fréquence élevée de maladie de Tay-Sachs dans la population juive ashkenaze pourrait 
être la conséquence d’une sélection positive, les hétérozygotes pourraient avoir une plus 
grande résistance aux maladies infectieuses comme la tuberculose mais, cela pourrait être 
l’effet d’une combinaison de processus de dérive génétique, effet fondateur et goulot 
d’étranglement car les grands-parents de patients malades et de non malades ne semblent 
pas être mort de causes différentes (Spyropoulos et al. 1981; Yokoyama 1979). Les juifs 
ashkénazes sont aussi porteurs d’une plus grande fréquence à l’état hétérozygote d’allèles 
mutés de la glucosidase béta acide (GBA) qui à l’état homozygote sont responsables de 
maladie de gaucher ce qui suggère un avantage hétérozygote mais aucune association 
entre le génotype hétérozygote et un phénotype n’a pu être établi (Boas 2000; Slatkin 2004). 
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De nombreux autres exemples de mutations de gènes responsables de maladie à l’état 
homozygote qui semblent être bénéfiques à l’état hétérozygote existent (mutation de MEFV 
et fièvre méditerranéenne familiale, de PAH et phénylcétonurie) mais, la démonstration de la 
meilleure forme des patients au génotype hétérozygote n’a pas, là aussi, été décrite.   
Comment expliquer que cette pression de sélection positive potentielle s’appuie uniquement 
sur PROKR2 et non l’un de ses ligands, PROK2 ? Les prokinéticines 1 et 2 activent 2 
récepteurs (PROKR1 et PROKR2) (Soga et al. 2002). Cette non sélectivité d’activation du 
récepteur suggère que le profil d’expression et la disponibilité des ligands et récepteurs dans 
un tissu détermine quelle paire ligand-récepteur est impliqué dans un processus biologique 
particulier. Il est ainsi possible que l’effet de pression de sélection positive sur la mise en 
route du travail fasse intervenir le signal PROK1-PROKR2 (Denison et al. 2008; Gorowiec et 
al. 2011). De façon alternative, les mutations PROK2 pourraient avoir subi une pression de 









Chapitre 2 :  
Caractérisation d’un nouveau gène KS à partir d’une 
translocation 3,13,18 chez un patient KS. 
 
 
I Analyse cytogénétique d’une translocation 46, XY, inv (3) 
(q24q26.32), t (3 ; 13 ; 18) (q26.32 ; q21.2 ; q12.2).  
 
Nous avons collaboré avec une équipe ayant décrit des anomalies chromosomiques chez un 
malade KS (Kroisel et al. 2004) sporadique (cf. Patients et Méthodes chapitre I.2). 
Sa formule chromosomique initiale était 46, XY, inv (3) (q24q26.32), t (3 ; 13 ; 18) (q26.32 ; 
q21.2 ; q12.2). Cette équipe nous a fourni un prélèvement de sang qui nous a permis 
d’établir une lignée lymphoblastoïde de ce malade KS porteur d’une translocation complexe. 
En collaboration avec le service de cytogénétique du Pr Jean-Michel Dupont, nous avons 
réalisé un caryotype, dont les 3 chromosomes impliqués dans la translocation sont 
représentés dans la Figure 31 puis nous avons approfondi l’étude cytogénétique par la 
technique de FISH pour préciser la localisation des points de cassure chromosomique. 
     
 
Figure 31: Caryotype partiel des 3 paires de chromosomes (3, 13, 18) porteurs de 
translocation. 
Composition en caryotype standard 300 bandes des 3 paires de chromosomes impliqués 





Nos analyses cytogénétiques ont montré des erreurs dans l’interprétation initiale du 
réarrangement chromosomique décrit par Kroizel et al (Kroisel et al. 2004). Il est notamment 
apparu, sur la base des hybridations de BAC, que le fragment considéré comme inversé du 
chromosome3 est en fait un fragment inséré en 3q26.31 du chromosome 13. Les BACs 
nécessaires à l’obtention de ces résultats sont présentés dans le tableau 15. 
 
Tableau 15 : BACs utilisés pour localiser les points de cassure de la translocation 
chromosomique complexe t(3;13;18) (q26.3;q21.2;q12.2). 
Chr: Chromosome; Der: chromosome porteur de la translocation; *: ce BAC du chromosome 
3 cohybride sur le chromosome 18. 
              
        I.1 Le chromosome der 3  
 
Le point de cassure est situé en 3q26.31. L’intervalle de localisation se situe entre les BACs 
RP11_523G9 hybridant sur le chromosome 3 et RP11_396A13 sur le chromosome 13, 
d’une taille d’environ 420 kb (Figure 32).       
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Figure 32: Point de cassure du patient KS en 3q26.3 
A : Localisation de la région du point de cassure du chromosome 3q26.3 (version 
NCBI36/hg18) 
B : Hybridation des BAC RP11- 523G9 marqué FITC (vert) et RP11-21I16 témoin du 
chromosome 3 marqué à la rhodamine (rouge) 
C : Hybridation des BAC RP11-396A13 marqué FITC (vert) et RP11-21I16 témoin du 
chromosome 3 marqué à la rhodamine (rouge). 
 
A la suite de ce point de cassure vient s’intercaler sur ce chromosome der3, 3.8Mb de la 
région 13q21.2 délimitée par les BAC RP11_432J3 et BAC RP11_129M14 de la région 
13q21.32.. Enfin, sur le der 3, s’hybride le BAC RP11_138H11 localisé normalement en 
18q12. La formule du der 3 est 3pter→3q26.31 ::13q21.2→13q21.32 ::18q12.1→18qter. 
          
        I.2 Le chromosome der 13  
Le BAC le plus distal du chromosome 13 localisé sur le der 13 est le BAC RP11_244J1 
(Figure 33). Le point de cassure est situé dans une région d’environ 660 kb entre les BACs 
RP11_244J1 et RP11_432J3 qui hybride sur le chromosome 13 et le der 3. Le BAC 
RP11_396A13 (3q26.3) s’hybride sur les chromosomes 3 et der 13. La formule du der 13 est 
donc 13pter→13q21.2 ::3q26.31→3qter. 
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Figure 33: Point de cassure en 13q21.2. 
A : Représentation schématique du point de cassure du chromosome 13q21 (version 
NCBI36/hg18). RP11_244J1 et RP11_432J3 encadrent le point de cassure centromérique 
en 13q21.2 et les RP11_129M14 et RP11_379K8 encadrent le point de cassure télomérique 
en 13q21.32. 
B : Hybridation des BAC RP11_129M14 et RP11_379K8 marqués FITC (vert) et 2 BACs 
témoins, RP11_110K18 (en 13q12) marqué à la rhodamine (rouge) et RP11_78H1 (en 
18p11) marqué FITC (vert).  
 
        I.3 Le chromosome der 18  
 
Le BAC RP11_115P21 est le BAC le plus distal du chromosome 18 s’hybridant sur le der 18 
est le BAC (Figure 34). Le point de cassure se situe entre RP11_115P21 et RP11_138H11 




                
Figure 34: Point de cassure en 18q12 
A : Représentation schématique du point de cassure du chromosome 18q12 (version 
NCBI36/hg18). RP11_115P21 et RP11_138H11 encadre le point de cassure en 18q12. 
B : Hybridation des BACs RP11_115P21 et RP11_138H11 marqués à la rhodamine (rouge) 
et 2 BACs témoins : RP11_48 SC4 (en 3q23) et RP11_78H1 (en 18p11) marqués en FITC 
(vert).  
Au total : Les résultats obtenus ont permis d’établir la formule définitive suivante 46,XY,t(3 
;13;18)(3pter→3q26.31::13q21.2→13q21.32::18q12.1→18qter;13pter→13q21.2::3q26.31→
3qter ;18pter→18q12.1 ::13q21.32→13qter) représentée sur la Figure 35. 
 
 
Figure 35: Schéma des paires de chromosomes porteurs de translocation. 
Schéma récapitulatif de la formule chromosomique finale avec le chromosome 3 en gris, le 
chromosome 13 en orange et le chromosome 18 en bleu. 
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        I.4 Cartes des régions de point de cassures chromosomiques  
 
 Les bases de données UCSC (genome.ucsc.edu) et NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) nous 
ont permis d’établir la carte des gènes situés dans les régions de cassure chromosomique. 
Trois pseudogènes se trouvent dans la région du point de cassure en 3q26.31, LOC442097, 
LOC100129423 et LOC100131216 (Figure 32). Aucun gène n’est prédit par les bases de 
données dans la région du point de cassure en 13q21.2 (Figure 33A). L’intervalle du point de 
cassure télomérique en 13q21.32 comprend le pseudogène STARP1 (steroidogenic acute 
regulator pseudogene 1) (Figure 33A). La région du point de cassure en 18q12.1 se situe 
dans la partie 5’ du gène codant pour l’ alpha dystrobrévine ou DTNA (Figure 34A). 
L’alpha dystrobrévine possède trois promoteurs tissus spécifiques : Pm cerveau, muscle et 
cerveau/muscle. La cassure chromosomique se situe entre les promoteurs cérébral et 
musculaire (Figure 36). Seul le promoteur cérébral est séparé du reste du gène par la 




Figure 36: Région du point de cassure chromosomique du malade KS en 18q12. 
Les BACs du chromosome 18 présents sur le der 18 sont représentés en bleu, ceux 
visualisés sur le der3 en gris. La région du point de cassure est représentée en hachurée.  
 
DTNA est le seul gène trouvé dans une région transloquée chez ce malade KS. 
Une forme d’anosmie congénitale isolée a été préalablement localisée dans cette même 
région chromosomique par des calculs de lodscores faits à partir de 2 grandes familles 




Figure 37: intervalle de localisation de l’anosmie congénitale isolée 
Les gènes rouge sont ceux dans lesquels des mutations ont été recherchées chez les 
patients ayant une anosmie congénitale isolée (Ghadami et al. 2004).  
 
Les auteurs ont effectué une recherche de mutation dans les parties codantes de 8 gènes 
candidats de l’intervalle (Figure 37). Aucune mutation n’a été trouvée chez les malades des 
2 familles. Nous nous sommes intéressés à l’anosmie congénitale isolée car il existe une 
pénétrance incomplète du KS dans de nombreuses familles porteuses de mutation FGFR1. 
En effet un malade KS a très souvent l’un de ses parents atteints d’une anosmie ou d’une 
hyposmie sans hypogonadisme.  
Plusieurs observations nous ont permis de considérer l’alpha dystrobrévine comme gène 
candidat de KS : 
-Le point de cassure chromosomique de notre malade KS est situé dans la région de 
localisation de l’anosmie congénitale. 
-Seules les isoformes cérébrales sont en théorie affectées par ce crossing over, le reste du 
gène étant intact. 
-La recherche de mutations dans DTNA chez les malades souffrant d’anosmie congénitale 







II Recherche d’insertions ou délétions associées à la 
translocation complexe 
 
Il a été montré récemment que des translocations apparemment équilibrées en 
cytogénétique conventionnelle pouvaient, en fait, être associées à des délétions dans 40 à 
60% des cas (Baptista et al. 2008; De Gregori et al. 2007; Gribble et al. 2005) 
principalement aux points de cassure. Nous avons donc recherché une délétion, 
indétectable par la technique FISH, chez notre patient porteur d’une translocation complexe 
à l’aide de puce CGH 385K. Les résultats sont représentés dans le Tableau 16. 
 
Tableau 16: Récapitulatif des 7 régions variants en nombre de copie du patient KS 
porteur de la translocation complexe. 
 
Nous avons trouvé 4 délétions et 3 duplications chez notre patient mais toutes ces variations 
sont présentes dans la population témoin (Hapmap).  Les résultats de la duplication du 
chromosome 17 sont sur la Figure 38 (le choix de représenter cette duplication est 
aléatoire). Aucune délétion n’est présente au niveau des cassures chromosomiques. 
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Figure 38: Schéma des résultats des expériences de CGH du chromosome 17 du 
patient porteur de la translocation 3,13,18 (SignalMap). 
La droite rouge égale à 0 représente l’absence d’insertion ou délétion. Les points bleus 
symbolisent les gènes référencés dans NCBI. Les lignes vertes représentent les CNV 
répertoriés dans les bases de données.  
 
III L’alpha dystrobrévine 
 
L’alpha dystrobrévine est une protéine qui a été identifiée comme étant associée aux 
récepteurs de l’acétylcholine de la membrane postsynaptique de l’organe électrique de la 
torpille (appelée encore raie électrique ou Torpedo) (Sadoulet-Puccio et al. 1996; Wagner et 
al. 1993). Elle fait partie des protéines associées à la dystrophine. Il n’existe qu’une seule 
forme de dystrobrévine chez les invertébrés et 2 protéines proches alpha et béta 
dystrobrévine chez les vertébrés.  
 
 
        III.1 Organisation du gène   
 
Le gène de l’alpha dystrobrévine comprend 25 exons et sa taille est de 440kb. Il existe chez 
l’Homme, 5 isoformes principales de l’alpha dystrobrévine (Figure 39A) (Blake et al. 1996; 
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Peters et al. 1998; Sadoulet-Puccio et al. 1996). De plus, il existe 2 régions variables 
d’épissage alternatif constituées de l’exon 9 et des exons 11, 12, 13 à l’origine de 6 sous 
isoformes (Figure 39B). 
 
                     
 
Figure 39: Représentation des différentes isoformes de l’alpha dystrobrévine 
Les six possibilités d’épissage alternatif sont classées par l’absence d’exon 9 (a, b, c) ou des 
exons 11, 12 et 13. Rectangles rouges=exons codants constitutifs, rectangles jaunes= 
régions avec épissage alternatif, rectangles blancs=exons non codants, rectangles 
vert=régions codants pour un domaine de liaison à la syntrophine. D’après (Bohm et al. 
2009). 
Ces différentes isoformes dérivent de 3 promoteurs alternatifs qui sont distribués dans une 
région de ~ 270kb en 5’ du gène et sont activés de façon tissu-spécifique (Figure 36). Une 
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étude de l’expression tissulaire des différentes isoformes de l’alpha dystrobrévine par RT-
PCR quantitative a montré que l’exon 9 était présent chez environ 40% des isoformes 1 et 2 
de l’alpha dystrobrévine dans le cerveau et ceux de façon quasi exclusive (Figure 40) (Bohm 
et al. 2009).  
 
           
Figure 40: Représentation de l’expression tissulaire des différentes isoformes de 
l’alpha dystrobrévine. 
L’axe horizontal représente les isoformes principales. L’axe vertical montre le niveau 
d’expression relatif en %. En rouge sont représentées les isoformes contenant l’exon 9, en 
orange celles sans exon 9 et en vert l’isoforme 3 de l’alpha dystrobrévine selon la 
numérotation utilisée figure 8. D’après (Bohm et al. 2009). 
 
        III.2 Caractéristiques structurales de l’alpha dystrobrévine  
 
La protéine comprend 2 domaines EF (a.a 14-140 et 144-232) constitués d’hélices alpha en 
épingle à cheveux susceptibles de lier du calcium, un domaine ZZ (a.a 237-284) qui est un 
site de liaison calmoduline potentiel, 3 sites de liaison syntrophine (a.a 366-391, 422-451 et 
452-484), région Vr3,  codés par les exons 11, 13 et 14 (Figure 39 et 41), 2 domaines hélice 
à leucine H1 et H2 (a.a 469-496 et 511-545) formant avec la dystrophine un domaine 
« hélice-hélice » et 3 sites de phosphorylation d’une tyrosine dans ses isoformes longues 





Figure 41: Représentation schématique de l’isoforme la plus longue de l’alpha 
dystrobrévine.  
Astérisques rouge : sites de liaison syntrophine. D’après (Rees et al. 2007) 
 
        III.3 Fonction de l’alpha dystrobrévine 
 
L’alpha dystrobrévine appartient au complexe de glycoprotéines associées à la dystrophine 
initialement décrit dans le muscle. Il peut être subdivisé dans le muscle en 3 sous complexes 
distincts : le complexe des dystroglycanes, le complexe des sarcoglycanes et le complexe 
cytoplasmique (Figure 42).  
                               
Figure 42: Schéma du complexe de proteines associé à la dystrophine dans le muscle. 
(Rees et al. 2007) 
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Le complexe cytoplasmique comprend notamment la syntrophine et l’alpha dystrobrévine. La 
dystrobrévine interagit avec la partie C terminale de la dystrophine et avec les syntrophines. 
La liaison de la dystrobrévine à la dystrophine se fait par leurs domaines C terminal « coiled-
coil » et avec la syntrophine par 3 sites de liaison spécifiques (Bohm et al. 2009; Sadoulet-
Puccio et al. 1997). Ces 3 sites de liaison sont issus d’épissage alternatif permettant une 
régulation des liaisons à la syntrophine (Bohm et al. 2009; Newey et al. 2000). Dans le 
muscle squelettique, l’alpha dystrobrévine se trouve au niveau du sarcolemme et 
principalement au niveau de la jonction neuro-musculaire suggérant une fonction dans la 
formation et la stabilité synaptique (Peters et al. 1998). Des assemblages spécifiques de ce 
complexe « dystrophine like » sont présents dans le cerveau. Au contraire des 
sarcoglycanes qui ne sont exprimées qu’au niveau des muscles squelettiques et cardiaque, 
les dystroglycanes et le complexe cytoplasmique sont présents dans de nombreux tissus 
dont le cerveau. Ainsi, chez le rat, l’alpha dystrobrévine est exprimée dans des cellules 
gliales, associée principalement à l’isoforme Dp71 de la dystrophine et à la syntrophine 
(Blake et al. 1999). Cet assemblage dans les astrocytes périvasculaires disparait chez les 
souris invalidées pour l’alpha dystrobrévine (Bragg et al. 2010). La présence de l’alpha 
dystrobrévine est donc indispensable au maintien de ce complexe.  
Le rôle de ce complexe de glycoprotéines associées à la dystrophine semble être d’une part 
structural, lien entre le cytosquelette intracellulaire et la membrane extra cellulaire permettant 
de résister aux forces mécaniques de la contraction des tissus et d’autre part, un rôle dans la 
signalisation intra cellulaire. En effet, plusieurs protéines de signalisation sont associées au 
complexe associé à la dystrophine (Rando 2001): la calmoduline et la calmoduline kinase de 
type II, Grb2 se lie au béta dystroglycane, la nitric oxide synthase neuronale (NOSn) est 
associée aux syntrophines. Ces différentes molécules permettent des liens entre le 
complexe et les voies de signalisation PI3K/AKT (via calmoduline kinase), Ras/MAPK (via 
Grb2) et les voies de survie cellulaire cGMP dépendantes. Un des rôles de l’alpha 
dystrobrévine dans le complexe semble être une plateforme de recrutement des membres 
de la famille des syntrophines. Les syntrophines sont des protéines multifonctionnelles 
d’adaptation qui contiennent 1 domaine PDZ, 2 domaines d’homologie à la pleckstrin et une 
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région C terminale syntrophine unique. Les syntrophines elles mêmes se lient à différentes 
protéines dans le cerveau : le domaine PDZ de la NOSn (Brenman et al. 1996), des canaux 
ioniques (Gee et al. 1998; Schultz et al. 1998) et des sous unités alpha de proteines G 
hétérotrimériques (Okumura et al. 2008). Cela indique que les syntrophines recrutent des 
molécules de transduction du signal au complexe de protéines associées à la dystrophine 
pour réguler le signal intracellulaire.  Le NO, produit par l’action de la NOS, a des rôles 
diverses dans le système nerveux central, associé à des processus dynamiques tels que la 
migration neuronale, la différentiation, la formation synaptique pendant le développement 
(Bicker 2005; Gibbs 2003; Truman et al. 1996). Une étude de cerveau crustacé suggère un 
rôle architectural du NO dans l’établissement des gloméruli olfactifs au cours du 
développement (Benton et al. 2007). L’inhibition de NO réduit la neurogénèse adulte de 
l’épithélium olfactif (Sulz et al. 2009).  De plus, l’alpha dystrobrévine a aussi été impliquée 
récemment au sein de la voie de signalisation d’un récepteur couplé aux protéines G (le 
récepteur alpha1D adrénergique) via le recrutement d’une protéine dont la fonction n’est pas 
connue, l’alpha catuline (Lyssand et al. 2010). L’alpha dystrobrévine a été associé à d’autres 
protéines in vitro : la dysbindin, DAMAGE (dystrobrévine associated MAGE proteines), la 
syncoilin et la desmuslin. (Albrecht and Froehner 2004; Benson et al. 2001; Mizuno et al. 
2001; Newey et al. 2001). Certains variants du gène codant pour la dysbindin, le 
dystrobrevin binding protein 1 ou DTNBP1 ont été associés à la schizophrénie par plusieurs 
groupes dans des populations indépendantes (Schwab et al. 2003; Straub et al. 2002). La 
protéine DAMAGE n’a pas de fonction connue, son gène est situé dans une région du 
chromosome X lié au retard mental, la syncoiline et la desmuslin sont des protéines du 
filament intermédiaire (Albrecht and Froehner 2004). 
En résumé les fonctions de l’alpha dystrobrévine sont encore très largement méconnues  et 
elles n’ont été explorées que majoritairement dans le muscle.  Son rôle dans la signalisation 
cellulaire reste à déterminer. 
Une délétion de 2.5kb contenant l’exon 3 de l’alpha dystrobrévine a été générée par 
recombinaison homologue chez la souris (Grady et al. 1999). Aucune des isoformes 
connues musculaires et cérébrales sont exprimées chez les homozygotes mutés. Les souris 
hétérozygotes et homozygotes étaient viables et fertiles. Les muscles des souris 
homozygotes mutés étaient histologiquement normaux à la naissance mais devenaient 
dystrophique à 1 mois de vie avec une dégénerescence myofibrillaire et une infiltration 
monocytaire. Finalement, les souris homozygotes mutées ont un phénotype musculaire 
modéré au niveau des muscles squelettiques et du muscle cardiaque, sans interruption du 
complexe lié à la dystrophine ni de lésions du sarcolemme, associé à une structure anormale 
des jonctions neuromusculaires probablement due à une anomalie des clusters de 
récepteurs à l’acétylcholine. Une diminution de l’expression de la NOSn associée à la 
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membrane chez les souris homozygotes pourrait être en lien avec le phénotype observé par 
modification d’une fonction de signalisation. Aucune autre anomalie évidente n’a été 
constatée chez les souris homozygotes mutées. Ces anomalies faisaient suggérer aux 
auteurs que des mutations au sein de l’alpha dystrobrévine pourraient être responsables à 
elles seules de dystrophie musculaire mais, à ce jour, aucune mutation de l‘alpha 
dystrobrévine n’a été trouvée. Une dissociation phénotypique potentielle entre la souris et 
l’homme peut s’expliquer par des différences entre les isoformes murines et humaines de 
l’alpha dystrobrévine. En effet, les isoformes cérébrales 4 et 5 chez l’homme (Figure 39) ne 
sont pas présentes dans le modèle murin (Bohm et al. 2009). 
 
        III.4 Expression de l’alpha dystrobrévine au cours du développement  
 
L’étude de son expression au cours de l’embryogénèse murine décrit des modifications au 
cours du développement. En effet, dés E8.5 chez la souris, l’alpha dystrobrévine est 
exprimée au niveau du système nerveux central, principalement au niveau du 
neuroépithélium et de la crête neurale en développement (Lien et al. 2004). A E9.5, son 
expression est éparse au sein du cerveau, de la glande hypophysaire en développement, de 
la moelle épinière, des projections neuronales (Lien et al. 2004). Plus tard au cours du 
développement, l’expression de l’alpha dystrobrévine diminue pour être nulle dans le 
cerveau néonatal et réapparaitre à J1 post natal.  
 
        III.5 Maladies génétiques associées aux protéines du complexe associé à 
la dystrophine  
 
Des mutations des gènes codant pour les protéines associées au complexe de la 
dystrophine sont associées à des maladies génétiques humaines. Les dystrophies 
musculaires de Duchenne/Becker sont dues à des mutations de la dystrophine. Les 
myopathies des ceintures (LGMD pour Limb Girdle Muscular Dystrophy) sont associées à 
des mutations dans les 4 gènes des sarcoglycanes.  
Une mutation faux sens de l’alpha dystrobrévine a été identifiée chez des patients d’une 
famille Japonaise porteurs d’une non compaction ventriculaire isolée ou NCVI, autre 
cardiomyopathie rare liée à l’arrêt prématuré du développement du myocarde (Ichida et al. 






IV Etude de l’expression de l’alpha dystrobrévine au cours 
de l’embryogénèse du système olfactif chez la souris 
 
L’objectif de ce travail était de caractériser le profil d’expression de l’alpha dystrobrévine au 
cours du développement précoce du système olfactif, période de migration des neurones 
synthétisant la GnRH1 et de préciser la nature des cellules exprimant l’alpha dystrobrévine. 
Nous nous sommes intéressés à la région du système olfactif périphérique : région nasale et 
partie rostrale du télencéphale d’où sont issus les BO. Nous avons choisi de mener cette 
étude sur des coupes d’embryons de souris sauvages de E11.5 à E13.5 par la technique 
d’hybridation in situ puis, après avoir confirmé la présence des transcrits de DTNA au sein 
du système olfactif, par immunofluorescence afin de caractériser les cellules exprimant 
l’alpha dystrobrévine.  
 
        IV.1 Profil d’expression de l’alpha dystrobrévine au cours de 
l’embryogénèse du système olfactif murin. 
 
IV.1.1 Expression des transcrits de DTNA 
Des expériences d’hybridation in situ ont été faites aux stades de développement du 
système olfactif. L’exon 9 spécifique de la forme neuronale de DTNA ne fait que 9 
nucléotides ne nous permettant pas de réaliser une ribosonde neurospécifique. La ribosonde 
de 921pb que nous avons utilisée ici couvre les exons de 3 à 10 de DTNA. Dès E 11.5, 
DTNA est exprimé dans l’EO et cette expression semble augmenter au cours du 
développement jusqu’à E13.5 (Figure 43). A E12.5 et E13.5, DTNA est exprimé dans 
l’organe voméronasal et dans quelques cellules en cours de migration dans le mésenchyme 
(indiquées par une flèche dans la Figure 43). 
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Figure  43: Etude de l’expression en hybridation in situ de DTNA au cours de la 
formation du système olfactif murin. 
A et A’ : Au stade E11.5 en coupes sagittales au grossissement x10 et x20 respectivement. 
B et B’ : Au stade E12.5 en coupes coronales au grossissement x10 et x20 respectivement. 
C : Au stade E13.5 en coupes coronales au grossissement x10. eo, épithélium olfactif ; BOf, 
BO en formation ; vno, organe voméronasal ; les flèches pointent des cellules en cours de 
migration exprimant DTNA. 
 
IV.1.2 Expression et localisation de l’alpha dystrobrévine 
Nous avons réalisé des expériences d’immunofluorescence avec un anticorps anti-alpha 
dystrobrévine. Ici encore, cet anticorps ne nous permet pas de visualiser spécifiquement la 
forme neuronale de l’alpha dystrobrévine puisqu’il reconnait toutes ses isoformes. 
 
En immunofluorescence, à E11.5, des cellules exprimant l’alpha dystrobrévine sont visibles 
dans l’EO, dans l’organe voméronasal en formation et dans la masse migratoire (Figure 44 A 
et A’). Seules certaines cellules expriment l’alpha dystrobrévine à ce stade-là dans l’EO, ce 
qui confirme le marquage observé en hybridation in situ. L’alpha dystrobrévine est également 
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localisée de façon peu intense au sein des nerfs voméronasal et terminalis et dans certaines 
cellules migrantes indépendantes de la masse migratoire (Figure 44 A et A’).  
 
 
Figure 44: Etude de l’expression par immunofluorescence de l’alpha dystrobrévine 
dans le système olfactif murin en formation.  
A et A’ : Au stade E11.5 en coupes coronales au grossissement x10 et x20 respectivement. 
B et B’ : Au stade E12.5 en coupes coronales au grossissement x10 et x20 respectivement. 
C et C’ : Au stade E13.5 en coupes sagittales au grossissement x10 et x40 respectivement 
MM, masse migratoire ; BOf, BO en formation ; EO, épithélium olfactif ; NVMT, nerf 
voméronasal et terminalis ; NO, nerf olfactif ; vnof : organe voméronasal en formation 
 
A E12.5, l’alpha dystrobrévine est exprimée fortement dans la masse migratoire, dans l’EO 
et par des cellules migrantes dont la migration débute après celle, précurseur, de la masse 
migratoire (Figure 44 B et B’). Les nerfs olfactifs sont marqués plus fortement que les nerfs 
voméronasal et terminalis qui montrent un marquage assez faible (Figure 44 B’). 
A E13.5, il y a une augmentation du nombre de cellules exprimant l’alpha dystrobrévine dans 
l’EO (Figure 44 C’) comme observé dans les expériences d’hybridation in situ. Des cellules 




Tout au long du développement, on ne détecte pas l’alpha dystrobrévine dans l’aire 
présomptive du BO puis dans le BO. 
 
        IV.2 Caractérisation des cellules exprimant l’alpha dystrobrévine 
 
Nous avons caractérisé les cellules exprimant l’alpha dystrobrévine par co-
immunofluorescence associant l’anticorps anti-alpha dystrobrévine soit à un anticorps anti-
β3-tubuline, marqueur  de neurones différenciés, soit à un anticorps anti-GnRH1. 
A tous les stades de l’embryogénèse étudiés, dans l’EO, la masse migratoire et les cellules 
migrantes, les cellules co-expriment l’alpha dystrobrévine et la β3-tubuline. Les cellules 
exprimant l’alpha dystrobrévine sont des neurones différenciés (Figure 45 A, B, C). 
Cependant, tous les neurones différenciés n’expriment pas l’alpha dystrobrévine.  
 
 
Figure 45 : Caractérisation des cellules exprimant l’alpha dystrobrévine au cours du 
développement murin par co-immunofluorescence alpha dystrobrévine/β3tubuline. 
A : Au stade E11.5 en coupe coronale au grossissement x20. B : Au stade E12.5 en coupe 
coronale au grossissement x20. C : Au stade E13.5 en coupe sagittale au grossissement 
x40. MM, masse migratoire ; BOf, BO en formation ; EO, épithélium olfactif ; NVMT, nerf 
voméronasal et terminalis ; NO, nerf olfactif. 
 
 
Dans la masse migratoire, certains neurones co-expriment l’alpha dystrobrévine et la GnRH1 
(cellules marquées par des flèches rouges dans la Figure 46). Toutefois, Il existe également 
des neurones exprimant exclusivement soit l’alpha dystrobrévine (marqués par des têtes de 





Figure 46 : Caractérisation des cellules exprimant l’alpha dystrobrévine au cours du 
développement murin par co-immunofluorescence alpha dystrobrévine/GnRH1.  
A,B,C : Au stade E12.5 en coupes coronales au grossissement x40. A : Visualisation des 
cellules marquées par l’anticorps anti alpha dystrobrévine ; B : Visualisation des cellules 
marquées par l’anticorps anti GnRH1, C : superposition des marquages anti-dystro et anti-
GnRH1. Flèches blanches: cellules exprimant GnRH1, têtes de flèches blanches: cellules 
exprimant l’alpha dystrobrévine, flèches rouges: cellules exprimant les deux. MM, masse 
migratoire ; BO, Bulbe olfactif. 
 
Nous avons donc mis en évidence une expression progressive de l’alpha dystrobrévine dans 
les neurones différenciés du système olfactif périphérique de E11.5 à E13.5 au niveau de 
l’épithélium olfactif. L’alpha-dystrobrévine est localisée dans des cellules migrantes depuis 
l’EO, au sein de la masse migratoire ainsi que le long des axones des nerfs optiques, 
voméronasal et terminalis. Certains de ces neurones co-expriment la GnRH1. Ces résultats 




V Recherche de mutations au sein de l’alpha dystrobrévine  
 
Nous avons recherché des mutations par amplification PCR suivie soit de DHPLC soit de 
séquençage direct, dans les exons de la séquence codante de la dystrobrévine alpha et au 
sein des exons du promoteur cérébral de la dystrobrévine alpha chez 120 patients Kallmann 
non liés génétiquement. Nous avons identifié  4 variations de séquence non décrites 
initialement dans les bases de données (NCBI database for SNP), chez 3 patients KS, V334I 
et IVS8-35 G>A  chez une patiente,  IVS17+82 C>G et IVS5+45 G>C chez 2 autres patients 
respectivement. Les variations IVS17+82 C>G et IVS5+45 G>C ont été trouvées à la 
fréquence de 1/70 dans la population témoin. Les mutations trouvées dans la 1ère série de 
malades KS ne sont localisées que dans les exons 8 et 9, nous avons donc, dans une 2ème 
série de 198 patients Kallmann non liés génétiquement, séquencé exclusivement les exons 8 
et 9 de l’alpha dystrobrévine.  L’exon 9 est un exon alternatif de 9 nucléotides codant pour 3 
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acides aminés, DTW, présent quasi exclusivement au sein des isoformes cérébrales de 
l’alpha dystrobrévine (Figure 40). Il est à noter que la présence ou non de DTW ne modifie 
pas le reste de la séquence de l’alpha dystrobrévine. Nous avons identifié 4 variations de 
séquence chez 2 patients KS : IVS8-34 G>A, S311S (c.933C>T) et I333I (c.999C>T) chez 
un patient et V334I chez un second patient. Au total, 5 variations de séquences chez 3 
patients Kallmann ont été trouvées et uniquement au sein de l’exon 8 et de l’IVS8, elles sont 









           
 




Chez les malades MHF et BB, nous avons trouvé respectivement 2 et 3 variations de 
séquence dans l’exon 8 et dans l’IVS8. Malheureusement, il s’agit de syndrome de Kallmann 
sporadique et nous n’avons pas pu obtenir les ADNs de leurs parents respectifs afin de 
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Figure 49: Schéma des 5 mutations de l’alpha dystrobrévine chez les 3 patients KS 
 
 
Deux des variations de séquence de l’exon 8 (V334I G>A et I333I) pourraient affecter 
l’épissage normal du fait de leur position terminale dans l’exon (Figure 49). Selon les 
prédictions in silico de Human splicing Finder, la mutation V334I pourrait diminuer la force du 
site consensus donneur d’épissage, les mutations I333I et S311S modifieraient des sites de 
liaison de protéines SR participant à l’épissage (respectivement Srp40/SRp55 et SC35) 




















Figure 50: Prédiction in silico des conséquences sur l’épissage des mutations de 
l’exon 8 selon human splice finder 2.4. Site accepteur d’épissage en bleu, site donneur 
d’épissage en rouge. En gras, le nucléotide muté. 
 
En revanche, selon fruitfly (www.fruitfly.org/), les scores du site donneur d’épissage seraient 
modifiés pour V334I et I333I avec une augmentation pour V334I et une diminution pour I333I 
du site donneur d’épissage consensus. Selon fruitfly, la mutation S311S n’influerait en rien 

























Figure 51: Prédiction in silico des conséquences sur l’épissage des mutations de 
l’exon 8 selon fruitfly.org. 
Site accepteur d’épissage en bleu, site donneur d’épissage en rouge, des scores leurs sont 
attribués en dessous. En gras, le nucléotide muté.  
 
La région DTW est très conservée dans l’évolution et constitue un argument supplémentaire 
de son rôle important dans la fonction de la protéine (Figure 52).  
 
Figure 52 : Alignement multiple de la séquence protéique encadrant les 3 acides 
aminés codés par l’exon 9 de l’alpha dystrobrévine et de ses orthologues. 
Les 3 acides aminés de l’exon 9 sont en vert, les acides aminés des exons 8 et 10 sont en 
jaune, les acides aminés non conservés ne sont pas colorés. La position de la Valine 
affectée par la mutation V334I est pointée par une flèche.  
 
 
La variation IVS8-35 G>A pourrait, elle aussi, affecter l’épissage du transcrit. Elle pourrait 
créer un site cryptique d’épissage dans la mesure où, la variation de séquence reproduit, 33 
bases en amont, la séquence agT consensus du site accepteur d’épissage de l’IVS8. 
L’utilisation du programme Human splicing finder semble confirmer cette hypothèse en 
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notant l’apparition d’un nouveau site accepteur d’épissage avec la variation IVS8-35 G>A à 
+58% associé à la disparition d’un site donneur à un score de -15%. Cet effet n’est pas 
trouvé avec la mutation IVS8-34 G>A, le programme de Human splice Finder ne trouvant 
qu’une disparition minime d’un site donneur (Figure 53).  
 
ccatgattaacagtctctattctgttcaattcttcgctgccaaaagTGATACTTGgtaagtagtgcagtcatttccagtctacttacaaagatgta




Disparition d’un site 
donneur d’épissage -39%







Figure 53: Prédiction in silico des conséquences sur l’épissage des mutations de l’IVS 
8 selon human splice finder 2.4. Site accepteur d’épissage en bleu, site donneur 
d’épissage en rouge. En gras, le nucléotide muté.  
 
En revanche selon fruitfly.org, un autre système de prédiction in silico d’altérations 
d’épissage, les mutations d’IVS8 ne créeraient pas de site alternatif accepteur d’épissage et 
ne modifieraient pas les scores des sites accepteurs et donneurs d’épissage de la séquence 












Figure 54 : Prédiction in silico des conséquences sur l’épissage des mutations de 
l’IVS 8 selon fruitfly.org. Site accepteur d’épissage en bleu, site donneur d’épissage en 
rouge. En gras, le nucléotide muté.  
Au sein de la population contrôle, nous avons retrouvé la variation V334I chez 1 / 375 
individus et la variation IVS8 -35G>A chez 1 / 375 individus soit une fréquence estimée à 
0.3% pour chacune de ces variations au sein de la population témoin. Les variations IVS8-34 
G>A, S311S (c.933c>T) et I333I (c.999C>T) n’ont jamais été identifiées chez 375 contrôles. 




Nous avons également trouvé des polymorphismes appelés SNV non rares (pour Single 
Nucleotide variation) déjà répertoriés à l’état hétérozygote ou homozygote. Comparativement 
à une population témoin caucasienne (HAPMAP), la fréquence des SNV chez les malades 
Kallmann et les témoins était comparable. Cette observation n’est pas en faveur d’un 
caractère pathogène de l’un d’entre eux. 
 
                   
Tableau 17: Fréquence des SNV dans la population KS et chez les contrôles 
(HAPMAP). 









VI Etude des mutations sur l’épissage de l’exon 9  
 
Afin d’étudier les conséquences potentielles sur l’épissage de l’exon 9 de ces variations de 
séquence, nous avons construit un minigène (cf. Patients et méthodes chapitre II.9) 
comprenant la séquence génomique sauvage de l’exon 8 à l’exon 10 de l’alpha 
dystrobrévine ainsi que les séquences mutées dans le vecteur d’expression 
pcDNA3.1/V5His TOPO HA. Initialement, après la première série de séquençage de 120 
patients Kallmann, nous avions identifié 2 variations de séquence chez une malade. Nous 
avons en conséquence crée 3 minigènes, le sauvage, V334I et IVS8-35 G>A. 
Nous avons tout d’abord transfecté le minigène dans des cellules Hela et réalisé une PCR 
avec les amorces F-6 FAM et R spécifiques du vecteur (Figure 25). Il existe un épissage 
systématique de l’exon 9 y compris de la séquence sauvage rendant impossible l’évaluation 
des conséquences des variations sur l’épissage de l’exon 9 (Figure 55). Les lignées 
cellulaires possèdent des facteurs de régulation de leurs splicéosomes intrinsèques, 
dépendantes de leurs origines (Disset et al. 2005).  

























Figure 55 : Résultats de la transfection des minigènes sauvages, V334I et IVS8-35g>a 
dans les cellules HeLa.  
A : Carte du minigène et des 2 transcrits potentiels contenant ou pas l’exon 9 (rouge). Les 2 
mutations testées sont désignées par une flèche. 
B : Electrophorèse en gel d’agarose 1% des produits PCR obtenus. 1 : minigène sauvage, 
2 : minigène muté V334I, 3 : minigène contenant l’IVS8-35g>a, 4 : cellules non transfectées.  




Pour explorer les effets de ces variations, V334I, IVS8-35 G>A ainsi que celles retrouvées au 
cours de la 2ème série de patients, S311S (c.933c>T) et I333I (c.999C>T), au plus proche de 
notre modèle physiopathologique, nous avons transfecté les 5 minigènes (sauvage, V334I, 
S311S, I333I et IVS8-35 G>A) dans des lignées cellulaires dérivant de neuroblastomes 
murins, les Neuro2A, et réalisé une PCR avec les amorces décrites précédemment. Tous les 
minigènes ont généré 2 transcrits correspondant aux transcrits 8-9-10 (299pb) et 8-10 (290 
pb) (Figure 56). 
 

























Ex 9  : TGATACTTG
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Figure 56 : Résultats de la transfection des minigènes sauvages et mutés dans les 
cellules Neuro2A. 
A : Représentation du minigène et des 2 transcrits potentiels contenant ou pas l’exon 9 
(rouge). Les 4 mutations testées sont désignées par une flèche. 
B : Electrophorèse en gel Nusieve 12%, 1 : minigène sauvage, 2 : minigène muté V334I, 3 : 
minigène muté S311S, 4 : minigène muté I333I, 5 : minigène muté IVS8-35g>a, puit 
6 : cellules non transfectées.  
C : Electrophorégramme du fragment amplifié au sein des 5 puits, les séquences des exons 
9 et 10 sont brouillées au sein des 5 puits, les 2 transcrits sont présents au sein des 5 puits. 
 
Pour étudier la variation quantitative des transcrits 8-9-10 et 8-10, nous avons réalisé des 
PCR semiquantitatives, utilisant des amorces spécifiques du vecteur, où nous avons 
comparé le rapport de ces 2 isoformes. Trois transfections indépendantes ont été réalisées 
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et les RTPCR semi-quantitatives ont été faites en double ou triple pour chaque transfection 




Figure 57 : Résultats d’une PCR semi-quantitative après transfection des 5 minigènes 
dans des cellules Neuro2A. 
Résultats obtenus en PCR semiquantitative après transfection des 5 minigènes. L’échelle 
verticale représente l’intensité de fluorescence, l’échelle horizontale représente la taille des 
fragments obtenus à partir d’un standard. Les surfaces des pics correspondants aux 
transcrits courts sans exon 9  sont encadrées en jaune, celles contenant l’exon 9 en rouge.   
 
Pour chaque analyse, nous avons considéré que la surface des 2 pics avec et sans exon 9 
représente 100% des transcrits. Le % de chaque isoforme pour chaque mutant est 





Figure 58: Représentation schématique de l’ensemble des résultats de PCR semi-
quantitative après transfection de cellules Neuro2A. 
La barre d’erreur correspond aux déviations standards. L’astérisque représente une 
diminution significative du taux de transcription de l’exon 9 entre le sauvage et l’IVS8-35g>a 
après une ANOVA suivie d’un test de Bonferroni.  
 
 
Tableau 18 : Proportion en moyenne de chacune des 2 isoformes après transfection 
de l’un des 5 minigènes. DS : déviation standard,  
 
Les tests statistiques utilisés, ANOVA suivie du test de comparaison multiple de Bonferroni 
montrent que la diminution du taux de transcrits contenant l’exon 9 du minigène muté IVS8-
35 G>A est statistiquement significative (p<0.05) mais ne l’est pas pour les mutations V334I, 
S311S et I333I. 
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Dans ces conditions expérimentales, nous n’avons pas obtenu de transcrit de taille anormale 
ce qui n’est pas en faveur de l’hypothèse de l’apparition d’un site cryptique d’épissage 
associé à l’inclusion de 35 bases supplémentaires comme nous le suggérait le programme in 






        VII.1 Caractérisation d’un nouveau gène KS 
 
La caractérisation de points de cassure d’une translocation chromosomique d’un patient est 
une méthode efficace pour identifier de nouveaux gènes responsables de maladie lorsque 
les méthodes d’analyse de liaison sont rendues difficiles. Ainsi des gènes ont été localisés 
ou identifiés grâce à des patients porteurs de translocation ; un gène responsable de KS, 
WDR11 ainsi que des gènes d’autres maladies comme la dystrophie musculaire de 
Duchenne (Ray et al. 1985), le retard mental lié à l’X (Zemni et al. 2000), le syndrome BPES 
(Boccone et al. 1994; De Baere et al. 1999). En effet, un des points de cassure de la 
translocation peut interrompre un gène dont l’inactivation est responsable de la maladie ou 
éloigner le gène d’une séquence régulatrice de son expression (effet de position). Le 
caractère historiquement validé de cette méthode a fait de la délimitation des points de 
cassure d’une translocation chromosomique chez un patient KS une des méthodes de choix 
afin de caractériser de nouveaux gènes responsable de KS. Ces malades sont précieux car 
extremement rares cependant l’association  d’une translocation chromosomique et d’une 
maladie génétique peut être une coïncidence. En revanche, la comparaison de 2 populations 
de patients avec translocation chromosomique, l’une ayant un phénotype normal, l’autre un 
phénotype anormal, a permis d’établir que la présence de réarrangements complexes, 
impliquant plus de 2 points de cassure, n’était jamais retrouvé dans la population 
phénotypiquement normal (Baptista et al. 2008). Ainsi l’imputabilité d’un réarrangement 
complexe dans la physiopathogénie d’une maladie semble plus forte qu’en cas de 
translocation simple. 
 
        VII.2. L’implication de l’alpha dystrobrévine dans la pathogénie de KS 
Nos résultats d’hybridation utilisant la technique FISH montrent qu’un seul gène, l’alpha 
dystrobrévine était interrompu par l’un des 4 points de cassure chromosomique trouvé chez 
ce patient KS. Aucune translocation impliquant le chromosome 18 n’a été décrite associée 
au KS jusqu’à maintenant. L’intérêt de l’implication de l’alpha dystrobrévine dans KS a été 
considérablement renforcé par la localisation de l’anosmie congénitale isolée dans cette 






Figure 59: Arbres généalogiques des 2 familles ayant permis la localisation de 
l’anosmie congénitale isolée. D’après (Ghadami et al. 2004) 
 
Les auteurs ont étudié 2 familles iraniennes non apparentées souffrant d’anosmie 
congénitale isolée, regroupant 3 sujets atteints sur 3 générations pour la première et 9 sujets 
atteints sur 2 générations, avec au total 54 membres étudiés (Figure 59). Ceci a permis de 
localiser une forme d’anosmie congénitale isolée de transmission autosomique dominante 
avec un intervalle de liaison entre les marqueurs D18S452 et D18S475 (lodscores 
supérieurs à 3) en 18p11.23-q12.2 (45.9 cM) (Figure 37). Ils ont effectué une recherche de 
mutation dans les parties codantes de 8 gènes candidats de l’intervalle (GNAL, VAPA, 
PTPRM, PTPN2, CABYR, RNMT, CDH2 et NOL4.). Aucune mutation n’a été mise en 
évidence chez les malades des 2 familles. A noter que des mutations de l’alpha 
dystrobrévine n’ont pas été recherchées. Nous nous sommes intéressés à l’anosmie 
congénitale isolée car il existe une pénétrance incomplète du KS dans de nombreuses 
familles porteuses de mutation dans FGFR1. En effet un malade KS trop rapidement 
considéré comme cas sporadique a très souvent l’un de ses parents atteints d’une anosmie 
ou d’une hyposmie sans hypogonadisme et porteurs de la même mutation (Dode et al. 
2003). De plus il a été décrit dans des familles considérées atteintes d’anosmie congénitale 
isolée des cas de KS dans la descendance (Hockaday 1966). L’alpha dystrobrévine se situe 
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à l’intérieur de l’intervalle de l’anosmie congénitale ce qui renforce sa position de gène 
candidat responsable de KS.  
Un autre élément impliquant le chromosome 18 dans la pathogénie du KS est la présence 
d’une arhinencéphalie (associée mécaniquement à une anomalie de migration des neurones 
à GnRH) chez les fœtus porteurs d’une trisomie 18 (Teixeira et al. 2010). Ainsi, il semble 
exister sur le chromosome 18, un ou des gènes impliqués dans la morphogénèse du bulbe 
olfactif qui, dysrégulés, seraient responsables d’une arhinencéphalie.  
Enfin, grâce à l’amélioration des techniques de cytogénétique, des translocations 
apparemment équilibrées en cytogénétique conventionnelle pouvaient, en fait, être 
associées à des délétions dans 40 à 60% des cas (Baptista et al. 2008; De Gregori et al. 
2007; Gribble et al. 2005). Ces délétions peuvent être associées aux points de cassure ou 
dans des régions non impliquées dans la translocation. En présence d’une délétion à 
distance du point de cassure chez un patient présentant un phénotype anormal, 
l’interprétation de la cause du phénotype (la délétion vs la translocation) est difficile et 
dépend des gènes impliqués dans ces 2 anomalies. De plus, il semblerait que ces délétions 
ne soient détectées en association à une translocation qu’en présence d’un phénotype 
anormal (Baptista et al. 2008) ce qui majore leur rôle pathogène potentiel. C’est pourquoi 
nous avons recherché des pertes ou gains de matériel chromosomique associés à cette 
translocation complexe chez notre patient KS. Nous les avons recherchés par une méthode 
de puces à ADN de comparaison d’hybridation sur laquelle 385000 sondes étaient présentes 
soit en moyenne une sonde/6kb. Malgré la grande résolution de cette méthode, je n’ai pas 
mis en évidence de pertes ou gains chromosomiques non référencés dans les bases de 
données témoins. Il ne semble donc pas qu’il existe chez ce patient des pertes ou gains 
associés à sa translocation.  
Le rôle de l’alpha dystrobrévine est essentiellement connu dans le muscle où elle est 
associée au complexe dystrophine. Elle est cependant exprimée au niveau de nombreux 
tissus. Dans les cellules gliales de cerveau de rat, l’alpha dystrobrévine est exprimée, 
associée à l’isoforme Dp71 de la dystrophine et à la syntrophine (Blake et al. 1999) alors 
que dans les structures neuronales, le complexe est composé de la dystrophine, la béta 
dystrobrévine et la syntrophine. Un rôle du complexe dans le système nerveux central est 
aussi suggéré par la présence d’un déficit cognitif substantiel chez les patients porteurs 
d’une dystrophie musculaire de Duchenne (secondaire à des mutations de la dystrophine) 
de façon associée aux déficits musculaires progressifs cardiaques et squelettiques. De 
façon intéressante, l’isoforme Dp71 de la dystrophine, qui est associée à l’alpha 
dystrobrévine dans les cellules gliales, a été impliquée récemment dans la fasciculation du 
nerf voméronasal du système olfactif murin (Takatoh et al. 2008). En effet, il a été constaté 
que dans un modèle murin de KO des différentes isoformes de la dystrophine, les axones du 
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nerf voméronasal sont défasciculés. Seule l’isoforme Dp71 est exprimée dans le système 
olfactif murin (chez l’embryon et chez l’adulte). La Dp71 a été identifiée au sein des cellules 
engainantes olfactives dés E15.5 (1er stade exploré) colocalisant avec des protéines de la 
membrane extra cellulaire comme la laminine, la perlecan et des protéines du complexe 
associé à la dystrophine comme la béta-dystroglycane. La perte de Dp71 est responsable 
d’une diminution de l’expression de la béta-dystroglycane et de la perlecan à un niveau post-
traductionnel, la perlecan étant une héparane sulfate protéoglycane qui pourrait intervenir 
dans l’interaction entre les axones des nerfs voméronasaux et les molécules de guidance 
axonale. On peut supposer que la diminution d’expression des isoformes cérébrales de 
l’alpha dystrobrévine puisse elle aussi entrainer une déstabilisation du complexe de 
protéines associé à la dystrophine au niveau du système olfactif et potentiellement la 
défasciculation du nerf voméronasal. Il faudrait regarder l’expression de Dp71 plus tôt au 
cours de l’embryogénèse murine entre E11.5 et E14 et si elle est exprimée dans les mêmes 
cellules que l’alpha dystrobrévine. 
D’autre part, l’alpha dystrobrévine a comme partenaire indirect, via sa liaison à la 
syntrophine, une interaction avec la NOS neuronale. L’expression de la NOS neuronale a 
été étudiée au cours de l’embryogénèse chez le rat. Elle est exprimée dés E11 dans l’EO. 
Cette expression persiste à E12 (Figure 60) et apparait dans le BO à E15 (Roskams et al. 
1994). Une étude de co-marquage alpha dystrobrévine/ NOS neuronale dans le système 
olfactif au cours de l’mebryogénèse murine serait nécessaire. Le rôle du NO a 
principalement été exploré dans la neurogénèse adulte où il a été identifié comme un facteur 
antiprolifératif. (Matarredona et al. 2005; Roskams et al. 1994). 
                       
 
Figure 60: Etude de l’expression par immunohistochimie de la NOS neuronale au 
cours du développement du système olfactif de rat. Ax : Axones. D’après (Roskams et 
al. 1994). 
 
Dés E11.5, l’alpha dystrobrévine est exprimée par certains neurones de l’EO et de l’organe 
voméronasal en formation, dans de la masse migratoire et par certains axones des nerfs 
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composant le nervus terminalis. Les neurones exprimant la GnRH suivent le trajet de ces 
nerfs de l’EO vers le BO (cf. Introduction Chapitre I.2.2).  
Il n’existe pas de phénotype anormal chez la souris invalidée pour l’alpha dystrobrévine 
(délétion en N terminale ne permettant à aucune des isoformes de s’exprimer). Il n’y a pas 
eu d’étude précise du système olfactif de ces souris mais on peut supposer qu’il n’y a pas 
d’agénésie des BO puisque les nouveaux nés semblent survivre à un taux normal (l’absence 
d’odorat inhibe le réflexe de succion). Il peut cependant exister une architecture anormale du 
système olfactif comme observée chez la souris Prok2-/-, qui permet une olfaction partielle 
(Ng et al. 2005). Des mécanismes de compensation peuvent différer entre ces 2 espèces. 
Une étude récente (Bohm et al. 2009) met en évidence des différences fonctionnelles 
fondamentales entre les formes humaines et murines d’alpha dystrobrévine particulièrement 
au sein des isoformes cérébrales dont la diversité est moitié moindre dans le cerveau murin 
adulte par rapport au cerveau humain. Il n’existe pas de données concernant les isoformes 
au cours de l’embryogénèse. Ces différences compliquent l’utilisation du modèle murin dans 
notre étude.   
 
        VII.3 Etude de la transcription des isoformes cérébrales mutées de l’alpha 
dystrobrévine 
Nous avons identifié 5 variations de séquence différentes chez 3 patients KS, 1 variation 
faux sens retrouvée à 2 reprises (V334I), 2 variations synonymiques (I333I et S311S) et 2 
variations introniques potentiellement responsables d’une altération de l’épissage (IVS8-
34g>a et IVS8-35g>a). La fréquence de ces variations dans notre population est d’environ 
0.9%. 
L’absence des parents ne nous a pas permis la possibilité d’évaluer la ségrégation de ces 
variants avec le phénotype KS. 
Les 5 variations de séquence identifiées chez nos 3 patients KS sont situées dans la partie 
terminale de l’exon 8 et dans l’IVS8 alors que l’exon 9 alternatif est très majoritairement 
exprimé au sein du cerveau (Figure.39). Le rôle de cet exon 9 n’est pas connu mais il était 
intéressant que ces 5 variations soient concentrées autour de ce seul exon. Cet exon 9 ne 
code que pour 3 acides aminés, DTW et l’intégration ou non de cet exon ne modifie pas la 
phase de la séquence de la protéine. Au niveau protéique, l’insertion de 3 acides aminés 
peut induire des conséquences structurales telles qu’un changement de conformation, la 
perte d’un site d’interaction protéique. A ce jour chez l’homme, 3 sites de liaison syntrophine 
ont été identifiés (Bohm et al. 2009), ils sont situés au niveau des régions codées par les 
exons 11, 13 et 14, les variations de séquence identifiées n’interviennent donc pas 
directement, a priori, avec la liaison syntrophine mais il est possible que le motif DTW ait un 
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rôle indirect dans cette liaison ou dans celle de la syntrophine à l’un de ses partenaires 
principal, la NOS neuronale.  
Deux de ces variations (V334I et IVS8-35g>a) ont été identifiées dans notre population 
témoin à une fréquence estimée à 0.3% (2/750). La fréquence de ces variations dans la 
population KS (6/618) n’est pas significativement différente de celle dans la population 
témoin (2/750), p=0.1 au test exact de Fisher. Au décours des avancées sur le séquençage 
du génome humain, ces 5 variations ont été récemment référencées comme SNV (Tableau 
19). Mais, la présence de variants alléliques de gènes responsables d’HH (normosmique et 
KS) au sein de la population générale a été récemment étudiée et est fréquente, 10% de la 
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Tableau 19: Références des 5 mutations identifiées chez les 3 patients KS. SNV, Single 
Nucleotide Variation ; rs, reference SNV ; ch., chromosome.  
Par exemple, des mutations de PROKR2 responsables de syndrome de Kallmann par un 
mode de transmission autosomique récessive ou oligogénique, dont la pathogénicité a été 
démontrée in vitro secondairement, ont été trouvées initialement à une fréquence de 4/500 
dans la population témoin (Dode et al. 2006). D’autre part, la présence d’un variant modifiant 
l’épissage, anciennement dénommé polymorphisme, peut être associé à une maladie. Ainsi, 
la présence d’un variant dans l’exon 12 du gène du récepteur aux LDL (Low-density 
lipoproteins) qui majore l’épissage de cet exon  est responsable d’une hypercholestérolémie 
chez les femmes pré-ménopausées. L’épissage de l’exon 12 génère une forme du récepteur 
résistante à l’internalisation. L’effet de ce variant est sexe-dépendant, un taux élevé 
d’estrogènes influencerait le niveau de transcription du gène ou son épissage alternatif (Zhu 
et al. 2007).  
Chez 2/3 des patients porteurs de variations de séquence de l’alpha dystrobrévine, ces 
variations sont multiples (2 ou 3). Ces associations de variations de séquence ne sont 
jamais identifiées dans la population témoin ce qui est significativement moindre que dans la 
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population KS (2/318 vs 0/350, p<0.0001 au test exact de Fisher). De la même façon, dans 
la cohorte de déficit en GnRH où 10% de la population générale avait un variant identifié, 
aucun sujet témoin n’était porteur de plusieurs variants (Sykiotis et al. 2010). 
L’identification d’un gène candidat par le biais d’une translocation chromosomique aurait pu 
évoquer une transmission autosomique dominante, un seul allèle du gène étant muté, ce 
que nous avons confirmé par l’absence de mutation de l’alpha dystrobrévine du patient 
transloqué. Mais, l’absence totale d’expression d’isoforme cérébrale dans le cas de la 
translocation peut être comparable à une diminution quantitative de certaines de celles-ci de 
façon secondaire à plusieurs variations de séquence.  
Maintenant que la machinerie responsable de l’’épissage, les rôles d’éléments introniques et 
exoniques ont été mieux définis, il est estimé que 50 à 60% des mutations responsables de 
maladie sont des mutations altérant l’épissage (Cartegni et al. 2002; Lopez-Bigas et al. 
2005). En dehors des mutations touchant les sites consensus représentant 10% des 
mutations altérant l’épissage (Krawczak et al. 2007), l’épissage peut être altéré par différents 
types de mutations : des mutations ponctuelles introniques (ISE et ISS) ou exoniques (ESE 
et ESS), synonymiques ou non modifiant des régions régulatrices d’épissage, des mutations 
introniques ponctuelles créant un site cryptique d’épissage. 
La meilleure approche pour déterminer si nos mutations d’intérêt ont un rôle sur l’épissage 
aurait été d’évaluer l’épissage de l’ARN endogène chez nos patients au sein du tissu 
d’intérêt ce qui est impossible. L’approche alternative est de comparer les ARNs et donc 
l’effet sur l’épissage, de minigènes porteurs ou non des mutations d’intérêt (Cooper 2005). 
Dans notre modèle cellulaire neuronale, nous avons pu démontrer que les variations de 
séquence identifiées I333I et IVS8-35G>A modifiaient le rapport entre 2 isoformes, l’une 
contenant l’exon 9 (exon 9+), l’autre ne contenant pas d’exon 9 (exon 9-). Il pourrait s’agir 
d’un effet tissu dépendant ce qui pourrait expliquer les symptômes exclusivement neuronaux 
des patients. Une étude récente du gène CFTR illustre cette hypothèse. Elle porte sur l’effet 
d’un polymorphisme de répétition sur l’épissage de l’exon en aval de ce polymorphisme, des 
différences significatives au sein de lignées cellulaires étaient objectivées. Des différences 
(quantitativement d’un tiers)  pouvaient être observées en fonction de l’origine des cellules, 
que les cellules proviennent du testicule, du poumon, du colon ou du col utérin. De façon 
intéressante, le phénotype observé chez les malades concordait avec les anomalies 
d’épissage : les anomalies d’épissage étaient le plus importante au sein du tissu testiculaire 
et le phénotype principal de la maladie était l’infertilité (Disset et al. 2005). Nous nous 
sommes intéressés aux cellules Neuro2A car ce sont des lignées de neuroblastome murin 
« dites neuronales » qui nous paraissaient être la lignée la plus proche et disponible de notre 
modèle physiopathologique d’anomalie de migration des neurones à GnRH ou de connexion 
d’axones des nerfs olfactifs. Dans les perspectives de ce travail, il serait intéressant de 
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comprendre les mécanismes de régulation de cet exon 9 en cis ou en trans permettant 
d’appréhender la tissu spécificité.  
Le promoteur intervient également sur l’efficacité de l’épissage alternatif d’un exon, il faudrait 
faire les mêmes expériences en changeant le promoteur CMV par celui de l’enolase 2 
(ENO2) qui n’est exprimée que dans les neurones. En effet, des différences significatives 
des taux de transcrits obtenus ont été trouvées après transfection de minigènes possédant 
des promoteurs différents (Bolor et al. 2009). J’ai essayé de remplacer le promoteur CMV 
par le promoteur ENO2, je n’y suis pas arrivée car la construction est très grande (environ 
12Kb) mais c’est envisageable.  
D’autres maladies du système nerveux central sont causées par des changements de 
rapport entre 2 isoformes d’une protéine générées par un épissage alternatif. Ainsi, un 
défaut de la régulation de l’épissage de l’exon 10 du gène MAPT (Microtubule Associated 
Protein Tau) est responsable de démence fronto-temporale avec syndrome Parkinsonien 
(DFTP17). La protéine tau interagit avec les microtubules via des régions spécifiques dont 
l’une d’elle est codée par l’exon 10. L’inclusion de l’exon 10 crée une protéine avec 4 régions 
de liaisons aux microtubules, son exclusion, une protéine avec 3 régions de liaisons aux 
microtubules. Cet évènement est régulé selon les espèces et au cours du développement. 
Plusieurs mutations affectant l’épissage de cet exon 10 et affectant le rapport entre les 2 
isoformes sont responsables de DFTP17 (Andreadis 2005; Hasegawa et al. 1999).  
En revanche, pour la mutation IVS8-35g>a, nous n’avons pas retrouvé in vitro l’utilisation 
d’un nouveau site accepteur d’épissage prédit in silico par Human Splice Finder. Ces 
programmes sont utiles dans l’approche initiale des mutations suspectées d’être 
responsable d’un épissage aberrant mais pas utilisable dans le cas d’épissage alternatif 
tissu spécifique. Dans ces cas, la démonstration expérimentale est donc primordiale. On 
peut donc en conclure que, dans nos conditions expérimentales, la mutation IVS8-35g>a 
crée un pseudo site d’épissage. 
Notre modèle d’étude n’a pas permis de démontrer d’effets sur l’épissage de l’exon 9 au sein 
d’une lignée cellulaire neuronale murine, des variations V334I et S311S, malgré la 
conservation des ces acides-aminés dans au cours de l’évolution. L’épissage alternatif est 
un phénomène dépendant de nombreux facteurs, la tissu-spécificité mais aussi le 
promoteur, des facteurs de régulation en trans espèces-spécifiques. La présence d’un 
promoteur ENO2 dans notre minigène aurait pu mettre en évidence une anomalie des 
transcrits indétectables avec le promoteur CMV. D’autre part, il s’agit de lignée cellulaire 
murine, il est possible qu’un facteur de régulation humain soit nécessaire aux effets de ces 
variations. De plus, en dehors de l’épissage de l’exon 9, ces variations pourraient altérer la 
fonction de l’alpha dystrobrévine d’une toute autre manière, la maturation et la stabilité de 
l’ARNm, la fonction protéique pour la variation non synonymique. 
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Enfin, des anomalies d’épissage concernant un exon de 3 acides aminés ont déjà été 
décrites dans le syndrome de Frasier. Ce syndrome est une maladie rare définie par un 
pseudo-hermaphrodisme masculin et une glomérulopathie progressive sans tumeur de 
Wilms’. Des mutations du gène des tumeurs de Wilms’ sont responsables de différentes 
pathologies du système urogénital et ont été recherchées dans le syndrome de Frasier. 
Toutes les mutations identifiées de ce gène chez des patients ayant un syndrome de Frasier 
touchent une région de 9 paires de base codant pour un motif KTS, le rapport transcripts 
KTS+/KTS- est diminué dans les lymphocytes des patients ou via un minigène transfecté 
dans des cellules COS (Barbaux et al. 1997). L’haploinsuffisance de la forme KTS+ serait 
responsable d’altérations spécifique du développement rénal et la présence de la forme 













CONCLUSION et PERSPECTIVES 
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Ce travail de thèse a permis dans une première partie, d’améliorer notre connaissance et la 
compréhension des formes génétiques de KS secondaires à des mutations PROK2 ou 
PROKR2. Ainsi il a été confirmé dans une grande série de malades, que cette forme 
génétique n’est pas associée à des signes cliniques spécifiques. L’effet de ces mutations à 
l’état hétérozygote et homozygote sur la voie de signalisation PROKR2 ne parait pas jouer 
un rôle majeur sur le comportement alimentaire. L’augmentation chez nos patients mutés de 
chronotype du soir et de troubles du sommeil a motivé la réalisation, en cours, d’une étude 
sur le rythme circadien de patients mutés dans le service des pathologies du sommeil du Dr 
Arnulf. Il s’agit d’une actimétrie hebdomadaire associé à une mesure interne d’au moins 48 
heures de la température corporelle. Nous avons confirmé le mode de transmission 
digénique chez des patients mutés PROKR2 qui peut permettre d’appréhender une partie de 
la variabilité phénotypique. L’autre partie est sous la dépendance de facteurs 
environnementaux ou de mutations de gènes à identifier ce que suggère l’absence de 
mutation dans les 8 gènes KS chez plus de la majorité des patients. Nous avons mis en 
évidence une augmentation de la prévalence des mutations PROKR2 chez nos patients 
Maghrébins. Cette augmentation pourrait être secondaire à un effet de pression de sélection 
positive dans cette population.  
Dans une deuxième partie, par une approche cytogénétique, nous avons identifié chez un 
patient KS porteur d’une translocation complexe impliquant les chromosomes 3,13 et 18, 
l’alpha dystrobrévine comme un gène candidat de KS. L’alpha dystrobrévine est le seul gène 
interrompu dans cette translocation chromosomique et aucune délétion n’a été mise en 
évidence chez ce patient. Au cours de la translocation, la séquence codante est séparée 
spécifiquement du promoteur cérébral du gène. L’alpha dystrobrévine se situe sur le 
chromosome 18, au sein d’un locus lié à l’anosmie congénitale isolée, l’un des signes 
cliniques du KS. Elle est exprimée dans le système olfactif murin au cours de la migration 
des neurones synthétisant la GnRH1. Nous avons identifié 5 mutations différentes de l’alpha 
dystrobrévine chez 3 patients KS, toutes en amont de l’exon 9 du gène. Cet exon 9 est un 
exon alternatif exprimé quasi exclusivement au sein des isoformes cérébrales du gène. 
Notre modèle expérimental a permis de mettre en évidence des conséquences sur 
l’épissage de l’exon 9 pour 2 de ces mutations modifiant le rapport des 2 isoformes 
contenant et ne contenant pas les 3 acides aminés codés par l’exon 9. D’autres modèles 
expérimentaux doivent être testés pour les autres mutations. Nous souhaitons également 
mettre en évidence le rôle de la région codée par cet exon 9 afin de mieux appréhender la 
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INDEX DE QUALITÉ DU SOMMEIL DE PITTSBURGH (PSQI) 
 
 
   Nom :                                            Age : 




  • Instructions : 
  Les questions suivantes ont trait à vos habitudes de sommeil pendant le dernier mois seule- 
ment. Vos réponses doivent indiquer ce qui correspond aux expériences que vous avez eues 
pendant la majorité des jours et des nuits au cours des derniers mois. Répondez s’il vous plaît à 
toutes les questions. 
  1. Pendant le mois dernier, quand êtes-vous habituellement allé vous coucher le soir ? 
             HEURE HABITUELLE DU COUCHER ____________ 
 
  2. Pendant le mois dernier, combien vous a-t-il  habituellement fallu de temps (en 
minutes) pour vous endormir chaque soir ? 
             NOMBRE DE MINUTES ____________ 
 
  3. Pendant le mois dernier, quand vous êtes-vous habituellement levé le matin ? 
             HEURE HABITUELLE DU LEVER _____________ 
  4. Pendant le mois dernier, combien d’heures de sommeil effectif avez-vous eu chaque 
nuit ? (ce nombre peut être différent du nombre d’heures que vous avez passé au lit.) 
             HEURES DE SOMMEIL PAR NUIT ____________ 
 
   Pour chacune des questions suivantes, indiquez la meilleure réponse. Répondez s’il vous plaît à toutes les 
questions. 
 
      5. Pendant le mois dernier, avec quelle fréquence avez-vous eu des troubles du sommeil 
parce que vous... 
             a) n’avez pu vous endormir en moins de 30 minutes 
 Pas au cours du       Moins d’une fois par     Une ou deux fois par   Trois ou quatre fois 
 dernier mois ____     semaine ____              semaine ____               par semaine ____ 
 
               b) vous êtes réveillé au milieu de la nuit ou précocement le matin 
Pas au cours du       Moins d’une fois par     Une ou deux fois par   Trois ou quatre fois 
 dernier mois ____     semaine ____              semaine ____               par semaine ____ 
 
               c) avez dû vous lever pour aller aux toilettes 
Pas au cours du       Moins d’une fois par     Une ou deux fois par   Trois ou quatre fois 
 dernier mois ____     semaine ____              semaine ____               par semaine ____ 
 
          d) n’avez pu respirer correctement 
Pas au cours du       Moins d’une fois par     Une ou deux fois par   Trois ou quatre fois 
 dernier mois ____     semaine ____              semaine ____               par semaine ____ 
 
   e) avez toussé ou ronflé bruyamment 
Pas au cours du       Moins d’une fois par     Une ou deux fois par   Trois ou quatre fois 




f) eu trop froid 
Pas au cours du       Moins d’une fois par     Une ou deux fois par   Trois ou quatre fois 
 dernier mois ____     semaine ____              semaine ____               par semaine ____ 
 
g) eu trop chaud 
Pas au cours du       Moins d’une fois par     Une ou deux fois par   Trois ou quatre fois 
 dernier mois ____     semaine ____              semaine ____               par semaine ____ 
 
h) eu de mauvais rêves 
Pas au cours du       Moins d’une fois par     Une ou deux fois par   Trois ou quatre fois 
 dernier mois ____     semaine ____              semaine ____               par semaine ____ 
 
i) eu des douleurs 
Pas au cours du       Moins d’une fois par     Une ou deux fois par   Trois ou quatre fois 
dernier mois ____     semaine ____              semaine ____               par semaine ____ 
 






Combien de fois pendant le mois dernier avez-vous eu des difficultés à dormir à cause de cela? 
 
 
    6. Pendant le mois dernier comment évalueriez-vous globalement la qualité de votre 
sommeil? 
 
Très bonne  ________  
Assez bonne  ________  
Assez mauvaise ________  
Très mauvaise  ________ 
 
 
    7. Pendant le mois dernier, combien de fois avez-vous pris des médicaments (prescrits 
par votre médecin ou achetés sans ordonnance) pour faciliter votre sommeil ? 
 
Pas au cours du       Moins d’une fois par     Une ou deux fois par   Trois ou quatre fois 
dernier mois ____     semaine ____              semaine ____               par semaine ____ 
 
   8. Au cours du dernier mois, combien de fois avez-vous eu des difficultés à demeurer éveillé pendant 
que vous conduisiez, preniez vos repas, étiez occupé dans une activité sociale ? 
 
Pas au cours du       Moins d’une fois par     Une ou deux fois par   Trois ou quatre fois 
dernier mois ____     semaine ____              semaine ____               par semaine ____ 
 
  9. Au cours du mois dernier, à quel degré cela a-t-il reprsenté un problème pour vous d’avoir assez 
d’enthousiasme pour faire ce que vous aviez à faire ? 
Pas du tout un problème   _________ 
Seulement un tout petit problème  _________ 
Un certain problème    _________ 
Un très gros problème    _________ 
 
   10. Avez-vous un conjoint ou un camarade de chambre ? 
 
        Ni l’un, ni l’autre        _________ 
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        Un conjoint/un camarade de chambre dans une chambre différente _________ 
        Un conjoint dans la même chambre mais pas dans le même lit  _________ 
        Un conjoint dans le même lit      _________ 
 
 11. Si vous avez un camarde de chambre ou un conjoint, demandez-lui combien de fois le mois 
dernier vous avez présenté :   
              a) un ronflement fort 
Pas au cours du       Moins d’une fois par     Une ou deux fois par   Trois ou quatre fois 
dernier mois ____     semaine ____              semaine ____               par semaine ____ 
 
              b) de longues pauses respiratoires pendant votre sommeil 
Pas au cours du       Moins d’une fois par     Une ou deux fois par   Trois ou quatre fois 
dernier mois ____     semaine ____              semaine ____               par semaine ____ 
 
              c) des saccades ou des secousses des jambes pendant que vous dormiez 
Pas au cours du       Moins d’une fois par     Une ou deux fois par   Trois ou quatre fois 
dernier mois ____     semaine ____              semaine ____               par semaine ____ 
 
             d) des épisodes de désorientation ou de confusion pendant le sommeil 
Pas au cours du       Moins d’une fois par     Une ou deux fois par   Trois ou quatre fois 
dernier mois ____     semaine ____              semaine ____               par semaine ____ 
 
          e) d’autre, motifs d’agitation pendant le sommeil 
Pas au cours du       Moins d’une fois par     Une ou deux fois par   Trois ou quatre fois 













1. QUESTIONNAIRE DE TYPOLOGIE CIRCADIENNE DE HORNE ET OSTBERG 
Etes vous couche tôt ou couche tard ? 
 
A. Lisez attentivement chaque question avant d’y répondre. 
B. Répondez à toutes les questions. 
C. Répondez aux questions dans l’ordre. 
D. Vous pouvez répondre aux questions les unes indépendamment des autres. Ne revenez pas en 
arrière pour vérifier votre réponse. 
E. Pour les questions à choix multiples, mettez une croix devant une seule réponse. Pour les échelles, 
placez une croix au point approprié. 
F. Répondez à chaque question aussi sincèrement que possible. Vos réponses et les résultats de ce 
questionnaire resteront confidentiels. 





Si vous viviez à votre rythme (celui qui vous plait le plus), à quelle heure vous lèveriez-vous étant 
entièrement libre d’organiser votre journée ? 
 
         
               
                         
       5h                            6h                            7h                            8h                             9h                            10h                          
11h                          12h 
       <              5                  ><              4                 ><                          3                       ><              2           ><            
1       > 
       




Si vous viviez à votre rythme (celui qui vous plait le plus), à quelle heure vous mettriez-vous au lit étant 
entièrement libre d’organiser votre journée ? 
 
         
               
                         
       20h                        21h                         22 h                          23 h                          0 h                            1 h                           2 
h                            3 h 
       <          5          ><              4              ><                          3                               ><              2              ><            
1          > 
       






Si vous deviez vous lever à une heure précise, le réveil vous est-il indispensable ? 
 
-  pas du tout 
-  peu 
-  assez 













Dans des conditions adéquates (environnement favorable, sans contraintes particulières, etc.), à quel 
point cela vous est-il facile de vous lever le matin ? 
 
-  pas facile du tout 
-  pas très facile 
-  assez facile 












Comment vous sentez-vous durant la demi-heure qui suit votre réveil du matin ? 
 
-  pas du tout éveillé 
-  peu éveillé 
-  relativement éveillé 












Quel est votre appétit durant la demi-heure qui suit votre réveil du matin ? 
 
-  pas bon du tout 
-  pas bon 
-  assez bon 












Comment vous sentez-vous durant la demi-heure qui suit votre réveil du matin ? 
 
-  très fatigué 
-  relativement fatigué 
-  relativement en forme 












Quand vous n’avez pas d’obligations le lendemain, à quelle heure vous couchez-vous par rapport à votre 
heure habituelle de coucher ? 
 
-  rarement ou jamais plus tard 
-  moins d’une heure plus tard 
-  une à deux heures plus tard 
-  plus de deux heures plus tard 
 4     
3      
2     










Vous avez décidé de faire un sport. Un ami vous suggère de faire des séances d’une heure et ceci deux 
fois par semaine. Le meilleur moment pour lui est de 7 à 8 heure du matin. Ne considérant que le rythme 
qui vous convient le mieux, dans quelle forme penseriez-vous être ? 
 
-  bonne forme 
-  forme raisonnable 
-  vous trouvez cela difficile 
-  vous trouvez cela très difficile 
 4     
3      
2     








A quel moment de la soirée vous sentez-vous fatigué au oint de vous endormir ? 
 
         
               
                         
      20h                         21h                           22h                          23h                           0h                            1h                             
2h                          3h 
       <         5           ><              4               ><                               3                                 ><               2            
><          1       > 
       





Vous souhaitez être au meilleur de votre forme pour un examen qui vous demande un effort intellectuel 
considérable durant deux heures. Vous êtes entièrement libre de le passer quand vous le souhaitez, 
quelle est l’heure que vous choisiriez ? 
 
-  de 8 à 10 heure 
-  de 11 à 13 heure 
-  de 15 à 17 heure 
-  de 19 à 21 heure 
 6     
4      
2     








Si vous alliez au lit à 23 heure, à quel niveau de fatigue seriez-vous ? 
 
-  pas du tout fatigué 
-  un peu fatigué 
-  relativement fatigué 
-  très fatigué 
 0     
2     
3     








Pour une raison quelconque, vous vous couchez quelques heures plus tard que d’habitude, mais vous 
n’êtes pas obligé de vous lever à une heure précise le lendemain. Laquelle des propositions suivantes 
choisiriez-vous ? 
 
-  vous vous réveillez comme d’habitude et vous ne vous rendormez plus 
-  vous vous levez comme d’habitude mais vous vous recouchez par la suite 
-  vous vous réveillez comme d’habitude mais vous vous rendormez 
-  vous vous réveillez plus tard que d’habitude 
 4     
3      
2     








Pour effectuer une garde de nuit, vous êtes obligé d’être réveillé entre 4 et 6 heure du matin. Vous n’avez 
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pas d’obligation le lendemain. Laquelle des propositions suivantes vous convient le mieux ? 
 
-  vous n’irez au lit qu’une fois la garde terminée 
-  vous faites une sieste avant et dormez après la garde 
-  vous dormez bien avant et faites une sieste après la garde 
-  vous dormez ce qu’il faut avant d’effectuer la garde 
 1     
2      









Vous devez faire deux heures de travail physique intense, mais vous êtes entièrement libre d’organiser 
votre journée. Laquelle des périodes suivantes choisiriez-vous ? 
 
-  de 8 à 10 heure 
-  de 11 à 13 heure 
-  de 15 à 17 heure 
-  de 19 à 21 heure 
 4     
3      
2     




 Commentaire : 
 
 
Vous avez décidé de faire un sport. Un ami vous suggère de faire des séances d’une heure et ceci deux 
fois par semaine. Le meilleur moment pour lui est de 22 à 23 heur. Ne considérant que le rythme qui vous 
convient le mieux, dans quelle forme penseriez-vous être ? 
 
-  bonne forme 
-  forme raisonnable 
-  vous trouvez cela difficile 
-  vous trouvez cela très difficile 
 1     
2      
3     




 Commentaire : 
 
 
Supposez que vous pouvez choisir les horaires de votre travail. Admettons que vous travaillez 5 heures 
par jour et que votre travail est intéressant et bien payé. Quelle séquence de 5 heures consécutives 
choisiriez-vous ? 
 
                         
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 0 
MINUIT                                                                                               MIDI                                                                                       
MINUIT 
<               1           ><             5               ><  4  ><                3              ><        2      ><                                 
1                            > 
 




A quelle heure de la journée vous sentez-vous dans la meilleure forme ? 
 
                         
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 0 
MINUIT                                                                                               MIDI                                                                                       
MINUIT 
<               1             ><            5            ><     4     ><                        3                            ><                2            
><         1       > 
 




On dit parfois que quelqu’un est un « sujet du matin » ou un « sujet du soir ». vous considérez-vous 
comme celui du matin ou du soir ? 
 
-  tout à fait un sujet du matin  6     
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-  plutôt un sujet du matin 
-  plutôt un sujet du soir 
-  tout à fait un sujet du soir 
 4      
2     
0    
 
 




CALCULEZ VOTRE SCORE 
 
          Au dessus de 70 vous êtes                                              TOUT À FAIT DU MATIN                                  
          Entre 59 et 69 vous êtes                                                   DU MATIN MODERE 
          Entre 42 et 58 vous êtes                                                   NEUTRE 
          Entre 31 et 41 vous êtes                                                   DU SOIR MODERE 
          Moins de 30 vous êtes                                                      TOUT A FAIT DU SOIR 
 
 
 
 
 
